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(54) Virus MSRV-1 et agent pathogene et/ou infectant WISRV-2 associes a la polyarthrite 
rhumatoide 



(57) L'invention concerne ['utilisation d'un materiel 
viral, a I'etat purifte ou isole, possedant une activite 
transcriptase inverse, apparente a une famille d'eld- 
ments r&roviraux endogenes, et/ou d'un agent patho- 
gene et/ou infectant, a I'dtat purifie ou isole, different du 
materiel viral prScite, chacun etant issu d'une souche 
virale possedant une activite transcriptase inverse, 
choisie parmi les souches denommees respectivement 
POL-2, d6pos£e le 22.07. 1 992 auprfcs de I'EC ACC sous 
le num6ro d'accfes V92072202, et MS7PG d6pos6e le 



08.01.93 aupres de I'ECACC sous le numero d'accfcs 
V93010816, et parmi leurs souches variantes consis- 
tant en des virus comprenant au moins un antigfcne qui 
est reconnu par au moins un anticorps dirigS contre au 
moins un antigfcne correspondant de Pun ou I'autre des 
virus des souches virales POL-2 et MS7PG pr6cit6es, 
pour obtenir une composition diagnostique, prophylac- 
tique ou thSrapeutique pour d6tecter, pr§venir ou traiter 
une infection par ledit materiel viral et/ou ledit agent pa- 
thogene et/ou infectieux, associes a la polyarthrite rhu- 
matoide. 
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■ Description 

La polyarthrite rhumatoide (PR) est le plus frequent des rhumatismes inflammatoires humains et sa prevalence 
est particulierement 6levee : 3% (1). Le diagnostic en est malaise a son debut : son het6rogeneit6 clinique ainsi que 
les symptomes extra-articulaires associes a des anomalies immunologiques parfois importantes, viennent compliquer 
le tableau. II s'agit d'une maladie d'etiologie encore inconnue qui est classee dans la cat6gorie des maladies "autoim- 
munes" du fait de I'existence de reactions immunologiques exacerbees contre des auto-antigenes. 

Une etiologie virale et/ou bacterienne de la PR a ete regulierement invoquee mais la recherche d'un agent causal 
de la PR n'a pas abouti a ce jour (2). 

Les concepts definissant la PR comme une maladie auto-immune et ceux qui etayent une hypothese etiologique 
virale, voire bacterienne, peuvent maintenant se rejoindre dans la comprehension des differents m6canismes par les- 
quels un micro-organisme peut induire une reaction auto-immune chez I'hote infecte, comme cela a 6te decrit par 
Fujinami R.S. et Oldstone M.B.A. (3). Des molecules d'origine bacterienne ou virale, voire retroviral endogene sont 
connues pour posseder des proprietes dites superantigeniques (4,5). Leurs proprietes particulieres de stimulation 
directe des lymphocytes T, specifiques d'antigenes differents, par liaison avec la region VP de certains r6cepteurs T 
ont fait evoquer I'hypothese que de telles molecules soient intimement associees au processus etiopathog6nique des 
pathologies autoimmunes (6). Pourtant, aucun agent pathogens specifique, bacterien ou viral, et eventuellement pro- 
ducteur de superantigene, n'a encore ete clairement associe a la polyarthrite rhumatoide. 

Les travaux de la Demanderesse, dans la recherche d'une etiologie de la PR I'ont conduits aujourd'hui a la d6- 
couverte de I'existence de deux agents pathologiques et/ou infectants, associes, independamment ou ensemble aux 
etats pathologiques de la PR. ' 

Les techniques de culture et de detection de materiel retroviral mises en oeuvre dans les travaux realises par la 
Demanderesse sur un agent associe a la sclerose en plaques (SEP) et decrits dans les demandes de brevet francais 
92 04322, 92 13447, 92 13443, 92 01529, 94 01530, 94 01531, 94 01532 et dans la publication de H PERRON et 
coll. (7) (dont le contenu est incorpore par reference a la presente description), ont permis de mettre en evidence de 
maniere totalement inattendue, I'identite entre des agents associ6s a la SEP et ceux qui font I'obiet de la presente 
invention, associes a la PR. 

Etant donne que, dans la PR, le processus a lieu au niveau de I'articulation et implique plus particulierement la 
synoviale. on a realise des cultures de cellules deriv6es de liquide synovial ponctionne dans des articulations afl ect6es 
de patients attemts de PR. A partir d'une telle culture, on a pu obtenir des cellules de type f ibroblastique qui ont prolifere 
in vitro, permettant ainsi de r6aliser quelques passages. Les milieux de culture correspondants ont ete" utilises pour 
une recherche d'activite transcriptase inverse associ6e a des particules inf ectantes concentres par ultracentrifugatbn 
puis punfiees sur gradient isopycnique. Utilisation des conditions de detection mises au point pour la souche LM7 
issue de SEP (7), a permis de d6tecter une activite transcriptase inverse significative dans quelques fractions indjvi- 
dualisees d'un tel gradient. Par la suite, I'analyse des sequences nucieiques amplifi6es dans ces fractions par la tech- 
nique PCR (Polymerase Chain Reaction), avec des amorces degenerees analogues aux sequences consensus des 
enzymes a activite transcriptase inverse (8) a r6v6ie la presence de sequences significatives identiques aux sequences 
des agents pathogenes et/ou infectieux MSRV1 et MSRV2, precedemment identifiees dans les cultures issues de cas 
de sclerose en plaques. 

Ainsi, les differents objets de la presente invention sont les suivant6: 

i) ('utilisation d'un materiel viral, a I'etat purifie ou isoie, poss6dant une activite transcriptase inverse, apparente a 
une famille d'6l6ments retroviraux endogenes, tel qu'issu d'une souche virale poss6dant une activite transcriptase 
inverse, choisie parmi les souches denomm6es respectivement POL-2, d6pos6e le 22 07 1 992 aupres de I'ECACC 
sous le numero d'acces V92072202, et MS7PG deposde le 08.01 .93 auprfcs de I'ECACC sous le num6ro d'acces 
V93010816, et parmi leurs souches variantes, les souches variantes consistant en des virus comprenant au moins 
un antigene qui est reconnu par au moins un anticorps dirige contre au moins un antigene correspondant de I'un 
ou I'autre des virus des souches virales POL-2 et MS7PG precitees, pour obtenir une composition diagnostique 
prophylactique ou rherapeutique pour detector, prevenir ou trailer une infection par ledit materiel viral ou une 
reactivation dudit materiel viral, associe a la polyarthrite rhumatoide, 

ii) ('utilisation d'un materiel viral, a I'etat purifie ou isoie, possedant une activite transcriptase inverse apparente a 
une famille d'elements retroviraux endogenes, tel que produit par une lignee cellulaire choisie parmi les lignees 
denommees respectivement PLI-2 deposee le 22.07. 1 992 aupres de I'ECACC sous le num6ro d'acces 92072201 
et LM7PC deposee le 08.01.93 aupres de I'ECACC sous le num6ro d'acces 93010817, ou par toute culture cel- 
lulaire infectee susceptible de produire un virus comprenant au moins un antigene qui est reconnu parau moins 
un anticorps dirige contre au moins un antigene correspondant de I'un ou I'autre des virus produits par les lignees 
PLI-2 et LM7PC precitees, pour obtenir une composition diagnostique, prophylactique ou therapeutique pour de- 
tector, prevenir ou trader une infection par ledit materiel viral ou une reactivation dudit materiel viral, associe a la 
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: polyarthrite rhumatoide, 

Hi) I'utilisation d'un materiel viral dont le genome comprend une sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID 
N01, SEQ ID N02, SEQ ID N03, SEQ ID N04, SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07, SEQ ID NOS SEQ ID N09 
SEQ ID N039, SEQ ID N042, SEQ ID N043 leurs sequences complementaires, et leurs sequences'equivalentes' 

s notamment les sequences nucleotidiques presentant, pour toute suite de 1 00 monomeres contigus au moins 50 

% et preferentiellement au moins 70 % d'homologie avec une sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID N01 
SEQ ID N02, SEQ ID N03, SEQ ID N04, SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07. SEQ ID NOB SEQ ID N09 SEQ 
ID N039, SEQ ID N042, SEQ ID N043 et leurs sequences complementaires, pour obtenir une composition dia- 
gnostique. prophylactique ou therapeutique pour detecter, prevenir ou trailer une infection par ledit materiel viral 

10 ou une reactivation dudit materiel viral, associe a la polyarthrite rhumatoide, 

iv) ('utilisation d'un materiel retroviral, dont le gene po/de son genome comprend une sequence nucleotidique 
equrvalente, et notamment pr6sentant au moins 50% d'homologie, de preference au moins 65% d'homologie avec 
une sequence nucleotidique appartenant au gene pol du genome du retrovirus ERV-9 ou HSERV-9 pour obtenir 
une composrtion diagnostique, prophylactique ou therapeutique, pour detecter, prevenir ou trailer une infection 
par ledit materiel viral ou une reactivation dudit materiel viral, associe a la polyarthrite rhumatoide 

v) I'utilisation d'un materiel retroviral dont le gene po/de son genome code pour une sequence peptidique 5 pre- 
sentant au moms 50%, et de preference au moins 70% d'homologie avec une sequence peptidique codee par le 
gene po/du genome du retrovirus ERV-9 ou HSERV-9, pour obtenir une composition diagnostique, prophylactique 
ou therapeutique, pour detecter, prevenir ou trailer une infection par ledit materiel viral ou une reactivation dudit 

z° materiel viral, associe a la polyarthrite rhumatoide, 

vi) I'utilisation d'un materiel retroviral dont le gene po/de son genome code pour une sequence peptidique pre- 
sentant, pour toute suite contigue d'au moins 30 acides amines, au moins 50% et de preference au moins 70% 
d'homologie avec une sequence peptidique codee par une sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID N01 
SEQ ID N02, SEQ ID N03, SEQ ID N04, SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07, SEQ ID NOB SEQ ID N09 SEQ 
ID N039, SEQ ID N042, SEQ ID N043, et leurs sequences complementaires, pour obtenir une composition dia- 
gnostique, prophylactique ou therapeutique, pour detecter, prevenir ou trailer une infection par ledit materiel viral 
ou une reactivation dudit materiel viral, associe a la polyarthrite rhumatoide, 

vii) I'utilisation d'un fragment nucleotidique, dont la sequence nucleotidique comprend une sequence nucleotidique 
choisie parmi SEQ ID N01 , SEQ ID N02, SEQ ID N03, SEQ ID N04, SEQ ID N05, SEQ ID N06 SEQ ID N07 SEQ 
ID NOB, SEQ ID N09, SEQ ID N039, SEQ ID N042, SEQ ID N043, leurs sequences complementaires, et" leurs 
sequences equivalentes, notamment les sequences nucleotidiques presentant, pour toute suite de 100 monome- 
res contigus, au moins 50%, et de preference au moins 70% d'homologie, avec une sequence choisie parmi SEQ 
ID N01 , SEQ ID N02, SEQ ID N03, SEQ ID N04, SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07, SEQ ID NOB SEQ ID 
N09, SEQ ID N039, SEQ ID N042, SEQ ID N043 et leurs sequences complementaires, pour obtenir une compo- 
sition diagnostique, prophylactique ou therapeutique, pour detecter, prevenir ou trailer une infection par ledit ma- 
teriel viral ou une reactivation dudit materiel viral, associe a la polyarthrite rhumatoide, 

viii) I'utilisation d'une amorce specifique comprenant une sequence nucleotidique identique ou equivalente a au 
moms une partie de la sequence nucleotidique d'un fragment defini en vii), notamment une sequence nucleotidique 
presentant, pour toute suite de 10 monomeres contigus, au moins 70% d'homologie avec au moins une partie 
dudit fragment, pour I'amplification par polymerisation d'un ARN ou d'un ADN d'un materiel viral associe a la 
polyarthrite rhumatoide ; selon une utilisation preterentielle, I'amorce comprend une sequence nucleotidique choi- 
sie parmi SEQ ID N016, SEQ ID N017, SEQ ID N018, SEQ ID N019, SEQ ID N020, SEQ ID N021 SEQ ID N022 
SEQ ID N023, SEQ ID N024, SEQ ID N025, SEQ ID N026, SEQ ID N031, SEQ ID N032, SEQ ID N033 SEQ ID 
N047, SEQ ID N048, SEQ ID N049 et leurs sequences complementaires, 

be) I'utilisation d'une sonde comprenant une sequence nucleotidique identique ou equivalente a au moins une partie 
de la sequence nucleotidique d'un fragment defini en vii), notamment une sequence nucleotidique presentant 
pour toute suite de 10 monomeres contigus, au moins 70% d'homologie avec au moins une partie dudit fragment 
pour obtenir une composition pour detecter, separer, ou identifier, dans un echantillon biologique. un materiel viral 
ou une reactivation dudit materiel viral, associe a la polyarthrite rhumatoicJe ; selon une utilisation preferentielle 
la sonde comprend une sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID N03, SEQ ID N04 SEQ ID N05 SEQ ID 
NOS, SEQ ID N07. SEQ ID N016, SEQ ID N017, SEQ ID N018, SEQ ID N019, SEQ ID N020, SEQ ID N021 SEQ 
ID N022, SEQ ID N023, SEQ ID N024, SEQ ID N025. SEQ ID N026, SEQ ID N031, SEQ ID N032 SEQ ID N033 
SEQ ID N047, SEQ ID N048, SEQ ID N049 et leurs sequences complementaires, 

x) I'utilisation d'un agent pathogene et/ou infectant, a I'etat purifie ou isole, different du materiel viral defini a run 
quelconque des points i) a vi), tel qu'issu d'une souche virale choisie parmi les souches denommees respective- 
ment POL-2, deposee le 22.07.1 992 aupres de I'ECACC sous le numero d'acces V92072202 et MS7PG deposee 
le 08.01. 93 aupres de I'ECACC sous le numero d'acces V93010816, et parmi leurs souches variantes, consistent 
en des agents pathogenes et/ou infectants comprenant au moins un antigene qui est reconnu par au moins un 
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anticorps dmge contre au moins un antigene correspondant de I'un ou Pautre des agents pathogenes et/ou infec- 
tants des souches virales POL-2 et MS7PG precitees, respectivement differents de Pun ou Pautre materiel retroviral 
desdites souches, pour obtenir une composition diagnostique, prophylactique ou therapeutique, pour detecter 
prevenir ou trailer une infection par ledit agent pathogene et/ou infectant ou une reactivation dudit aqent pathogene 
et/ou infectant, associe a la polyarthrite rhumatoide, 

xi) ("utilisation d'un agent pathogene et/ou infectant, a ratal purifie ou isole. different du materiel viral defini a I'un 
quelconque des pomts i) a vi), tel que produit par une lignee cellulaire choisie parmi les lignees denommees 
respect.vement PLI-2 deposee le 22.07.1992 aupres de I'ECACC sous le numero d'acces 92072201 et LM7PC 
d^posee le 08.01.93 aupres de I'ECACC sous le numero d'acces 93010817, et par toutes cultures cellulaires 
mfectees susceptibles de produire au moins Pun ou Pautre des agents pathogenes et/ou infectants, et/ou leurs 
variants, ou par toute culture cellulaire infectee susceptible de produire un agent pathogene el/bu infectant com- 
prenant au moms un antigene qui est reconnu par au moins un anticorps dirige contre au moins un antigene 
correspondant de I'un ou Pautre des agents pathogenes et/ou infectants produits par les lignees PLI-2 et LM7PC 
precitees, pour obtenir une composition diagnostique, prophylactique ou therapeutique, pour detecter prevenir 
ou trailer une infection par ledit agent pathogene el/ou infectant ou une reactivation dudit agent pathogene et/ou 
infectant, associe" a la polyarthrite rhumatoide, 

xii) ['utilisation d'un agent pathogene et/ou infeclant comprenant un acide nucleique comprenant une sequence 
nucleotidique choisie parmi SEQ ID N010, SEQ ID N011, SEQ ID N012. SEQ ID N040 SEQ ID N041 leurs se 
quences complementaires, et leurs sequences equivalentes, notamment les sequences nucleotidiques presen- 
tant au moms 70% et pref6rentiellement au moins 90% d'homologie avec une sequence nucleotidique comprenant 
une sequence choisie parmi SEQ ID N010, SEQ ID N011, SEQ ID N012, SEQ ID N040 SEQ ID N041 et leurs 
sequences complementaires, pour obtenir une composition diagnostique, prophylactique ou therapeutique pour 
detecter, prevenir ou trailer une infection par ledit agent pathogene et/ou infectant ou une reactivation dudit agent 
pathogene et/ou infectant, associe a la polyarthrite rhumatoide, 

xiii) Putilisation d'un fragment nucleotidique, comprenant une sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID N010 
SEQ ID N011 , SEQ ID N012, SEQ ID N040. SEQ ID N041 , leurs sequences complementaires e. leurs sequences 
equivalentes, notamment les sequences nucleotidiques presentant, pour toute suite de 1 00 monomeres contiqus 

61 de pr6f6rence au moins 90% d'homologie, avec une sequence choisie parmi SEQ ID N01o' 
SEQ ID N01 1 SEQ ID N01 2, SEQ ID N040, SEQ ID N041 , et leurs sequences complementaires, pour obtenir une 
composition diagnostique, prophylactique ou therapeutique pour detecter, prevenirou trailer une infection par ledit 
agent pathogene et/ou infectant ou une reactivation dudit agent pathogene et/ou infectant, associe" a la polyarthrite 
rhumatoide, 7 

xiv) ('utilisation d'une amorce comprenant une sequence nucleotidique identique ou equivalente a au moins une 
partie de la sequence nucleotidique d'un fragment defini en xiii), notamment une sequence nucleotidique presen- 
tant, pour toute surte de 10 monomeres contigus, au moins 90% d'homologie avec au moins une partie dudit 
fragment, pour (amplification par polymerisation d'un ARN ou d'un ADN d'un agent pathogene et/ou infectant 
associe a la polyarthrite rhumatoide ; selon une utilisation avantageuse, Pamorce comprend une sequence nu- 
cleotidique chois.e parmi SEQ ID N01 3, SEQ ID N014, SEQ ID N015, SEQ ID N027, SEQ ID N028 SEQ ID N029 
SEQ ID N030, SEQ ID N034, SEQ ID N035, SEQ ID N036, SEQ ID N037, SEQ ID N044, SEQ ID N04S SEQ ID 
N046, et leurs sequences complementaires, 

xv) Putilisation d'une sonde comprenant une sequence nucleotidique identique ou equivalente a au moins une 
partie de la sequence nucleotidique d'un fragment defini en xiii), notamment une sequence nucleotidique presen- 
tant, pour toute suite de 10 monomeres contigus, au moins 90% d'homologie avec au moins une partie dudit 
fragment, pour obtenir une composition diagnostique, prophylactique ou therapeutique, pour detecter prevenir ou 
trailer une mfecHon par ledit agent pathogene et/ou infectant ou une reactivation dudit agent pathogene et/ou 
infectant, assoc.6 a la polyarthrite rhumatoide ; selon une utilisation avantageuse, la sonde comprend une se- 
quence nucleotidique choisie parmi SEQ ID N010, SEQ ID N011, SEQ ID N013, SEQ ID N014 SEQ ID N015 
SEQ ID N027, SEQ ID N028, SEQ ID N029, SEQ ID N030, SEQ ID N034. SEQ ID N035, SEQ ID N036 SEQ ID 
N037, SEQ ID N044. SEQ ID N045, SEQ ID N046 et leurs sequences complementaires 

xvi) Putilisation d'une association comprenant deux agents pathogenes et/ou infectants, a I'etat isole ou purifie a 
saver unpremier agent qui consisteen un virus humain, possedant une activite transcriptase inverse, etapparerite 
a une famille d elements r6troviraux endogenes, ou un variant dudit virus, et un second agent, ou un variant dudit 
second agent, ces deux agents pathogenes et/ou infectants etant tels que ceux issus d'une meme souche virale 
choisie parmi les souches d6nommees respectivement POL-2, deposde le 22.07.1992 aupres de I'ECACC sous 
Immm'T** V ? 2072202 et MS7PG d °P° s ^ 0B01.93 aupres de I'ECACC sous le numero d'acces 
V93010816, et parm. leurs souches variantes, pour obtenir une composition diagnostique, prophylactique ou the- 
rapeutique pour detecter, prevenir ou trailer une infection par un premier agent pathogene ettou infectant, et un 
second agent pathogene et/ou infectant, associes a la polyarthrite rhumatoide, ou une reactivation de Pun ou 
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I'autre dudit premier agent et dudit second agent, 

xvii) I'utilisation d'une association comprenant deux agents pathogenes et/ou infectants, a I'etat isole ou purifie a 
savoir, un premier agent consistant en un virus humain possedant une activite transcriptase inverse et apparente 
a une famHle d'elements retroviral endogenes, ou un variant dudit virus, et un second agent ou un variant dudit 
second agent, ces deux agents pathogenes et/ou infectants etant tels que ceux produits par une meme liqnee 
cellulaire choisie parmi les lignees denommees respectivement PLI-2 deposee le 22.07 1 992 aupres de I'ECACC 

Z!nL n , Um6r0 d ' aCC6S 92072201 61 LM?PC d<§pOS ° e ,e 08 01 93 au P r ° s de '' ECAC C sous le numero d'acces 
93010817, et par toutes cultures cellulaires infectees susceptibles de produire au moins I'm ou ('autre des agents 
pathogenes et/ou infectants, et/ou leurs variants, pour obtenir une composition diagnostique, prophylactique ou 
therapeutique pour detecter, prevenir ou traiter une infection par un premier agent pathogene et/ou infectant et 
un second agent pathogene et/ou infectant, associes a la polyarthrite rhumatoide, ou une reactivation de run ou 
I'autre dudit premier agent et dudit second agent, 

xviii) I'utilisation d'une association comprenant deux agents pathogenes et/ou infectants, a I'etat isole ou purifie 
a savoir un premier agent consistant en un virus, ou un variant dudit virus, dont le genome comprend une sequence 
nucleotidique choisie parmi SEQ ID N01, SEQ ID N02, SEQ ID N03, SEQ ID N04, SEQ ID N05 SEQ ID NOB 
SEQ ID N07, SEQ ID N08, SEQ ID N09, SEQ ID N039, SEQ ID N042, SEQ ID N043, lurs S 6qL Ce ? lp^ 
mentaires, et leurs sequences equivalentes, notamment les sequences nucleotidiques presentant, pourtoute suite 
de 00 monomeres contigus, au moins 50% et preferentiellement au moins 70% d'homologie avec une sequence 
nucleotidique choisie parmi SEQ ID N01 , SEQ ID N02, SEQ ID N03, SEQ ID N04, SEQ ID N05 SEQ IDIM06 SEQ 
D N07, SEQ ID HOB, SEQ ID N09, SEQ ID N039, SEQ ID N042, SEQ ID N043, et leurs sequent cowmen 
taires, et un second agent pathogene et/ou infectant, dont le genome comprend une sequence nucleotidique 
cho. Sl e parm. SEQ ID N010, SEQ ID N011, et SEQ ID N012, SEQ ID N040, SEQ ID N041 leurs sequences 
complementers, et leurs sequences equivalentes, notamment les sequences nucleotidiques presentant oour 
toute surte de 100 monomeres contigus, au moins 70% et preferentiellement au moins 90% d'homologie avecune 
sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID N010, SEQ ID N011, SEQ ID N012, SEQ ID N040 SEQ ID N041 
et leurs sequences complementers, pour obtenir une composition diagnostique, prophylactique ou therapeuti- 
que, pour detecter, prevenir ou traiter une infection par un premier agent pathogene et/ou infectant, et un second 
agent pathogene et/ou infectant, associes a la polyarthrite rhumatoide, ou une reactivation de Pun ou I'autre dudit 
premier agent et dudit second agent, 

xix) I'utilisation d'une association de fragments nucleotidiques comprenant un premier fragment dont la sequence 
nucleotidique comprend une sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID N01 . SEQ ID N02 SEQ ID N03 SFO 
ID NM. SEQ ID N05. SEQ ID N06, SEQ ID N07, SEQ ID NOB, SEQ ID N09. SEQ ID N039. SEQ ID N042 SEQ 
ID N043, leurs sequences complementaires, et leurs sequences equivalentes, notammment les sequences nu- 
c^tidiques presentant, pour toute suite de 100 monomeres contigus. au moins 50% et de preference au moins 
70% dhomologie avec une sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID N01, SEQ ID N02 SEQ ID N03 cs Fn 
ID N04, SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07, SEQ ,D N08, SEQ ID N09, SEQ ID N 039, SEQ I D N042 SEQ 
ID N043, et leurs sequences complementaires, et un second fragment dont la sequence nucleotidique comprend 
une sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID N010, SEQ ID N011 , SEQ ID N012 SEQ ID N04O SEQ ID 
N041, leurs sequences complementaires, el leurs sequences equivalentes, notammment les sequences nucleo- 
tidiques presentant, pour toute suite de 100 monomeres contigus, au moins 70% et de preference au moins 90% 
d homologie avec une sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID N010, SEQ ID N011 SEQ ID N012 SEQ ID 
N040, SEQ ID N041 , et leurs sequences complementaires, chacun desdits fragments etant notamment une sonde 
pour obtenir une composition diagnostique, prophylactique ou therapeutique, pour detecter un premier agent pa- 
thogene et/ou infectant, et un second agent pathogene et/ou infectant, associes a la polyarthrite rhumatoide ou 
une reactivation de I un ou I'autre dudit premier agent et dudit second agent, 

xx) I'utilisation d'une association comprenant un premier polypeptide code de maniere partielle ou totale par le 
premier fragment nucleotidique defini en ix), et un second polypeptide code de maniere partielle ou totale par le 
deux.eme fragment nucleotidique defini en ix), pour obtenir une composition diagnostique. prophylactique ou the- 
rapeutique, pour detecter un premier agent pathogene et/ou infectant, et un second agent pathogene et/ou infec- 
tant, assoc.es a la polyarthrite rhumatoide ; selon une utilisation avantageuse, cette association comprend un 
premier ligand, notamment anticorps. specifique du premier polypeptide, et un second ligand, notamment anti- 
corps, specifique du second polypeptide, lesdits premier et second polypeptides etant definis ci-dessus 

xxi) un procede detention d'un premier agent pathogene et/ou infectant defini a I'un quelconque des points i) a 
v.) et/ou d un second agent pathogene et/ou infectant defini a I'un quelconque des points x) a xii), associes a la 
polyarthrrte rhumatoide, caracterise en ce qu'on cultive in vitro des cellules de ponctions de liquide synovial no- 

TX^Z^t synoviocytes et les ,ibroblastes desquam5s de liquide articulaire - de ^ ^ 

xxii) un procede detention d'un premier agent pathogene et/ou infectant defini a I'un quelconque des points i) a 
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vi) et/ou d'un second agent pathogene et/ou infectant ddfini a I'un quelconque des points x) a xii), associ6s a la 
polyarthrite rhumatoTde, caracterise en ce qu'on cultive in vitro des cellules lymphocytaires B immortalisees par 
le virus d'Epstein-Barr, de patients atteints de polyarthrite rhumatoTde. 

xxiii) un fragment nucleotidique, dont la sequence nucleotidique comprend une sequence choisie parmi SEQ ID 
N039, SEQ ID N042, SEQ ID N043, leurs sequences complementaires, et leurs sequences 6quivalentes, notam- 
ment les sequences nucleotidiques presentant pour toute suite de 100 monomeres contigus, au moins 50 %, et 
de preference au moins 70 % d'homologie, avec une sequence choisie parmi SEQ ID N039, SEQ ID N042 SEQ 
ID N043, et leurs sequences complementaires ; 

xxiv) une amorce specifique pour I'amplification par polymerisation d'un ARN ou d'un ADN d'un materiel viral defini 
a I'un quelconque des points i) ii) iii) iv) v)) vi), comprenant une sequence nucleotidique identique ou equivalente 
a au moms une partie de la sequence nucleotidique d'un fragment selon xxiii), notamment une sequence nucleo- 
tidique presentant, pour toute suite de 10 monomeres contigus, au moins 70 % d'homologie avec au moins une 
partie dudit fragment ; en particulier cette amorce comprend une sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID 
N047, SEQ ID N04B, SEQ ID N049, et leurs sequences complementaires ; 

xxv) une sonde susceptible de s'hybrider specifiquement avec un ARN ou un ADN d'un materiel viral defini a I'un 
quelconque des points i) ii) iii) iv) v) vi) comprenant une sequence nucleotidique identique ou equivalente a au 
moms une partie de la sequence nucleotidique d'un fragment selon xxiii), notamment une sequence nucleotidique 
presentant, pour toute suite de 10 monomeres contigus, au moins 70 % d'homologie avec au moins une partie 
dudit fragment ; en particulier cette sonde comprend une sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID N047 
SEQ ID N048, SEQ ID N049, et leurs sequences complementaires ; 

xxvi) un fragment nucleotidique, dont la sequence nucleotidique comprend une sequence choisie parmi SEQ ID 
N040, SEQ ID N041 , leurs sequences complementaires, et leurs sequences equivalentes, notamment les sequen- 
ces nucleotidiques presentant pour toute suite de 100 monomeres contigus, au moins 70 %, et de preference au 
moins 90 % d'homologie, avec une sequence choisie parmi SEQ iD N040, SEQ ID N041, et leurs sequences 
complementaires ; 

xxvii) une amorce specifique pour Tamp lificat ion par polymerisation d'un ARN ou d'un ADN d'un agent pathogene 
et/ou infectant defini a I'un quelconque des points x) xi) xii), comprenant une sequence nucleotidique identique ou 
equivalente a au moins une partie de la sequence nucleotidique d'un fragment selon xxvi), notamment une se- 
quence nucleotidique presentant, pour toute suite de 10 monomeres contigus, au moins 90 % d'homologie avec 
au moins une partie dudit fragment; en particulier cette amorce comprend une sequence nucleotidique choisie 
parmi SEQ ID N044, SEQ ID N045, SEQ ID N046, et leurs sequences complementaires ; 

xxviii) une sonde susceptible de s'hybrider specifiquement avec un ARN ou un ADN d'un materiel viral defini a 
I'un quelconque des points x) xi) xii) , comprenant une sequence nucleotidique identique ou equivalente a au moins 
une partie de la sequence nucleotidique d'un fragment sebn xxvi), notamment une sequence nucleotidique pre- 
sentant, pour toute suite de 10 monomeres contigus, au moins 90% d'homologie avec au moins une partie dudit 
fragment ; en particulier cette sonde comprend une sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID N044, SEQ ID 
N045, SEQ ID N046, et leurs sequences complementaires. 

Avant de detainer ('invention, differents termes utilises dans la description et les revendications sont a present 
definis : r 

- par souche ou isolat, on entend toute fraction biologique infectante et/ou pathogene, contenant par exemple des 
virus et/ou des bacteries et/ou des parasites, et gen6rant un pouvoir pathogene et/ou antigenique, hSbergee par 
une culture ou un h6te vivant ; a titre d'exemple; une souche virale selon la definition prec6dente peut contenir un 
agent co-infectant, par exemple un protiste pathogene, 

- le terme 'MSRV utilise dans la prdsente description designe tout agent pathogene et/ou infectant, associe a la 
SEPou a la PR, notamment une espece virale, les souches attenuees de ladite espece virale, ou les particules 
defectives interferes derivees de cette espece. II est connu que les virus et particulierement les virus contenant 
de I'ARN ont une variability, consecutive notamment a des taux relativement eleves de mutation spontanee (9), 
dont il sera tenu compte ci-apres pour definir la notion d'equivalence, 

- par virus humain, on entend un virus susceptible d'infecter I'etre humain, 

- compte ten u de toutes les variations naturelles ou induites, pouvant etre rencontrdes dans la pratique de la presente 
invention, les objets de cette dem iere, definis ci-dessus et dans les revendications, ont ete exprimes en comprenant 
les equivalents ou derives des differents materiels biologiques definis ci-apres, notamment des sequences homo- 
logues nucleotidiques ou peptidiques, 

- le variant d'un virus ou d'un agent pathogene et/ou infectant selon Invention, comprend au moins un antigene 
reconnu par au moms un anticorps dirige contre au moins un antigene correspondant dudit virus et/ou dudit agent 
pathogene et/ou infectant, et/ou un genome dont toute partie est detectee par au moins une sonde d'hybridation 
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et/ou au moins une amorce ^amplification nucleotidique specifique dudit virus et/ou agent pathogene et/ou infec- 
tant, comme par exemple celles ayant une sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID N01 3 a SEQ ID N038 
et SEQ ID N044 a SEQ ID N049, et leurs sequences complementaires, dans des conditions d'hybridation deter- 
mines bien connues de I'homme de Cart, 

selon I'invention, un fragment nucleotidique ou un oligonucleotide ou un polynucleotide est un enchaTnernent de 
monomeres, ou un biopolymere, caracterise par la sequence informationnelle des acides nucleiques naturels 
susceptibles de s'hybrider a tout autre fragment nucleotidique dans des conditions predetermines I'enchatnement 
pouvant contenir des monomeres de structures chimiques differentes et etre obtenu a partir d'une molecule d'acide 
nucleique naturelle et/ou par recombinaison genetique et/ou par synthese chimique 

ainsi un monomere peut elre un nucleotide naturel d'acide nucleique, dont les elements constitutifs sont un sucre 
un groupement phosphate et une base azote; dans I'ARN lo sucre est le ribose, dans I'ADN le sucre est le desoxv- 
2-nbose; selon qu'il s'agit de I'ADN ou I'ARN, la base azotee est choisie parmi I'adenine, la guanine, I'uracile la 
cytosme, la thymine; ou le nucleotide peut etre modifie dans I'un au moins des trois elements constitutifs - a litre 
d exemp e, la modification peut intervenir au niveau des bases, generant des bases modifies telles que I'inosine 
lamethyl-5-desoxycytidine, la desoxyuridine, ladimethylamino-5-desoxyuridine, la diamino-2,6-purine labromo- 
5-desoxyuridme et toute autre base modifie favorisant I'hybridation; au niveau du sucre, la modification peut 
consister dans le remplacement d'au moins un desoxyribose par un polyamide (10), et au niveau du groupement 
phosphate, la modrfication peut consister dans son remplacement par des esters, notamment choisis parmi les 
esters de diphosphate, d'alkyl et arylphosphonate et de phosphorothioate, 

par "sequence informationnelle', on entend toute suite ordonnee de monomeres, dont la nature chimique et I'ordre 
dans un sens de reference, constituent ou non une information fonctionnelle de meme qualite que celle des acides 
nucleiques naturels, 

- par hybridation, on entend le processus au cours duquel, dans des conditions operators appropriees deux frag- 
ments nucleotidiques, ayant des sequences suffisamment complementaires, s'apparient pour former un brin mul- 

25 tiple, notamment double ou triple, de preference sous forme d'helice, 

- une sonde comprend un fragment nucleotidique synthase par voie chimique ou obtenu par digestion ou coupure 
enzymatique d'un fragment nucleotidique plus long, comprenant au moins six monomeres, avantageusement de 
10 a 100 monomeres, de preference 10 a 30 monomeres, et possedant une specificite d'hybridation dans des 
conditions determines ; de preference, une sonde possedant moins de 10 monomeres n'est pas utilise seule 
mais lest en presence d'autres sondes de taille aussi courte ou non ; dans certaines conditions particulieres i'l 
peut etre utile d'utiliser des sondes plus tongues, par exemple de taille superieure a 100 monomeres ■ une sonde 
peut notamment etre utilisee a des fins de diagnostic et il s'agira par exemple de sondes de capture et/ou de 
detection, 

la sonde de capture peut etre immobilise sur un support solide par tout moyen approprie, c'est-a-dire directement 
ou indirectement, par exemple par covalence ou adsorption passive, 

la sonde de detection peut etre marquee au moyen d'un marqueur choisi notamment parmi les isotopes radioactifs 
des enzymes notamment choisis parmi la peroxydase et la phosphatase alcaline et ceux susceptibles d'hydrolyser 
un substratchromogene, fluorigene ou luminescent, des composes chimiques chromophores, des composes chro- 
mogenes, fluorigenes ou luminescents, des analogues de bases nucleotidiques et la biotine 
les sondes utilises a des fins de diagnostic de I'invention peuvent etre mises en oeuvre dans toutes les techniques 
d hybridation connues et notamment les techniques dites "DOT-BLOT" (11), "SOUTHERN BLOT" (12) "NOR- 
THERN BLOT" qui est une technique identique a la technique "SOUTHERN BLOT" mais qui utilise de I'ARN 
comme able, la technique SANDWICH (13); avantageusement, on utilise la technique SANDWICH dans la pre- 
sente invention, comprenant une sonde de capture specifique eVou une sonde de detection specifique etant 
entendu que la sonde de capture et la sonde de detection doivent presenter une sequence nucleotidique au'moins 
partiellement differente, 

I'invention couvre egalement une sonde susceptible de s'hybrider in vivo ou in vitro sur I'ARN et/ou sur I'ADN pour 
bloquer les phenomenes de replication, notamment traduction et/ou transcription, et/ou pour degrader ledit ADN 
et/ou ARN, 

une amorce est une sonde comprenant au moins six monomeres, et avanlageusement de 10 a 30 monomeres 
possedant une specificite d'hybridation dans des conditions determines, pour I'initiation d'une po^merisation 
enzymatique par exemple dans une technique d'amplification telle que la PCR (Polymerase Chain Reaction) dans 
un precede d elongation, tel que le sequencage, dans une methode de transcription inverse ou analogue 
deux sequences nucleotidiques ou peptidiques sont dites equivalentes ou derivees I'une par rapport a I'autre ou 
par rapport a une sequence de reference, si fonctionnellement les biopolymeres correspondants peuvent iouer 
sensiblement le meme r6le, sans etre identiques, vis-a-vis de ^application ou utilisation consideree, ou dans la 
technique dans laquelle elles interviennent ; sont notamment equivalentes deux sequences obtenues du fait de 
la vanabilrte naturelle, notamment mutation spontanee de I'espece a partir de laquelle elles ont ete identifies ou 
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induite, ainsi que des sequences homologues, f'homologie 6tant definie ci-aprfcs, 

par variability, on entend toute modification, spontanee ou induite d'une sequence, notamment par substitution 
et/ou insertion, et/ou dyietion de nucleotides et/ou de fragments nucleotidiques, et/ou extension et/ou racourcis- 
sement de la sequence k Tune au moins des extremes ; une variability non naturelle peut resulter des techniques 
de genie genetique utilisdes, par exemple du choix des amorces de synthese degener6es ou non retenues pour 
amplifier un acide nucleique; cette variability peut se traduire par des modifications de toute sequence de depart 
consideree comme reference, et pouvant etre exprimees par un degre d'homologie par rapport k ladite sequence 
de reference, 

I'homoiogie caracterise le degre d'identite de deux fragments nucleotidiques ou peptidiques compares- elle se 
mesure par le pourcentage d'identite qui est notamment determine par comparaison directe de sequences nu- 
cleoditiques ou peptidrques, par rapport a des sequences nucleotidiques ou peptidiques de reference, 
ce pourcentage d'identite a ete spScifiquement determine pour les fragments nucleotidiques relevant de la pr6sente 
invention, homologues aux fragments identifies par SEQ ID N01 a SEQ ID N09 et SEQ ID N039, SEQ ID N042, 
SEQ ID N043, (MSRV-1) d'une part, et ceux homologues aux fragments identifies, par SEQ ID NO10 a SEQ ID 
N012, et SEQ ID N040 a SEQ ID N043 (MSRV-2), d'autre part, ainsi que pour les sondes et amorces homologues 
aux sondes et amorces identifies par SEQ ID N016 a SEQ ID N026, SEQ ID N031 a SEQ ID N033, et SEQ ID 
N047 a SEQ ID N049, d'une part, et aux sondes et amorces identifies par SEQ ID N013 a N015 SEQ ID N027 
a SEQ ID N030, SEQ ID N034 a N037, et SEQ ID N044 k N046, d'autre part ; a trtre d'exemple, le plus faible 
pourcentage d'identite observe entre les difterents consensus generaux en acides nucleiques obtenus k partir de 
fragments d'ARN viral de MSRV-1 , issu des lignees LM7PC et PLI-2 selon un protocols detailie plus loin est de 
67% dans la region dScrite k la figure 2, 

tout fragment nucieotidique est dit equivalent ou derive d'un fragment de reference, s'il presente une sequence 
nucieotidique equivalente k la sequence de reference ; selon la definition precedents sont notamment equivalents 
k un fragment nucieotidique de reference : 

a) tout fragment susceptible de s'hybrider au moins partiellement avec le complement du fragment de reference 

b) tout fragment dont I'alignement avec le fragment de reference conduit k mettre en evidence des bases 
contigues identiques, en nombre plus important qu'avec tout autre fragment provenant d'un autre groupe 
taxonomique ^ 

c) tout fragment resultant ou pouvant resulter de la variability naturelle de I'espece, a partir de laquelle il est 
obtenu 

d) tout fragment pouvant resulter des techniques de genie genetique appliquees au fragment de reference 

e) tout fragment, comportant au moins hurt nucleotides contigus, codant un peptide homologue ou identique 
au peptide code par le fragment de reference, 

f) tout fragment different du fragment de reference, par insertion, deletion, substitution d'au moins un mono- 
mere, extension, ou raccourcissement k I'une au moins de ses extremes; par exemple tout fragment corres- 
pondent au fragment de reference flanque a I'une au moins de ses extremites par une sequence nucieotidique 
ne codant pas pour un polypeptide, 

par polypeptide, on entend notamment tout peptide d'au moins deux acides amines, notamment oligopeptide 
proteine, extrait, s6pare, ou substantiellement isoie ou synthase, par ('intervention de la main de I'homme no- 
tamment ceux obtenus par synthase chimique, ou par expression dans un organisme recombinant, 
par polypeptide code de manure partielle par un fragment nucieotidique, on entend un polypeptide presentant au 
moms 3 acides aminys codys par au moins 9 monom6res contigus compris dans ledit fragment nuciyotidique 
un acide aminy est dit analogue a un autre acide amine, lorsque leur caracteristiques physico<;himiques respec- 
tives, telles que polarite, hydrophobic^, et/ou basicite, et/ou acidite, et/ou neutraiite, sont sensiblement les me- 
rries; ainsi, une leucine est analogue a une isoleucine. 

tout polypeptide est dit equivalent ou derive d'un polypeptide de reference, si les polypeptides compares ont sen- 
siblement les memes proprietes, et notamment les memes proprietes antigeniques, immunologiques, enzymolo- 
giques et/ou de reconnaissance moleculaire ; est notamment equivalent k un polypeptide de reference : 

a) tout polypeptide possedant une sequence dont au moins un acide amine a ete substitue par un acide amine 
analogue, 

b) tout polypeptide ayant une sequence peptidique equivalente, obtenue par variation naturelle ou induite 
dudit polypeptide de reference, et/ou du fragment nucieotidique codant pour ledit polypeptide, 

c) un mimotope dudit polypeptide de reference, 

d) tout polypeptide dans la sequence duquel un ou plusieurs acides amines de la s6rie L sont remplaces par 
un acide amine de la serie D, et vice versa, 
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e) tout polypeptide dont I'une au moins des liaisons CO-NH, et avantageusement toutes les liaisons CO-NH 
de la chatne peptidique du peptide parent correspondant, (ne comportant pas de liaison NH-CO dans sa' 
chaine peptidique), est (sont) remplacee(s) par une (des) liaison(s) NH-CO, 

f) tout polypeptide dont I'une au moins des liaisons CO-NH, et avantageusement toutes les liaisons CO-NH 
de la chaine peptidique du peptide parent correspondant, (ne comportant pas de liaison NH-CO dans sa 
cha.ne pept.dique). est (sont) remplacee(s) par une (des) liaison(s) NH-CO, la chiralite de chaque residu 
ammoacyle, qu'il soil implique ou non dans une ou plusieurs liaisons CO-NH sus-mentionnees etant soft 
conservee, sort mversee par rapport aux residus aminoacyles correspondants constituant [edit peptide parent 
ces composes du type peptidique etant encore designes immunoretroides, 

g) tout polypeptide dans la sequence duquel on a introduit une modification des chatnes laterales des acides 
amines telle que par exemple une acetylation des fonctions amines, une carboxylation des fonctions thiol 
une estenfication des fonctions carboxyliques, 

h) tout polypeptide dans la sequence duquel une ou des liaisons peptidiques ont ete modifiers comme par 
exemple les liaisons carba, retro, inverso, retro-inverso, reduites, et methylene-oxy. 

i) tout polypeptide dont au moins un antigene est reconnu par un antigene du polypeptide de reference, 

- le pourcentage d'identite caracterisant I'homologie de deux fragments peptidiques compares est selon la presente 
invention d'au moms 50% etde preference au moins 70%. "cpreseme 

Etant donn6 qu'un virus possedant une activite enzymatique transcriptase inverse peut etre genetiquement ca- 
ractense auss, b,en sous forme d'ARN que d'ADN, II sera fait mention aussi bien de I'ADN que de TARN viral oour 
caractenser les sequences relatives a un virus possedant une telle activite transcriptase inverse (MSRV-1 ) 

Etant donne que I'agent pathogene et/ou infectant (MSRv>2 a ete detecte tant en ADN qu'en ARN dans les cellules 
infectees, il peut egalement etre caracterise sous forme d'ADN ou ARN. 

Les expressions d'ordre utilisees dans la presente description et les revendications, telles que "premiere sequence 
nucleotides ne sont pas retenues pour exprimer un ordre particulier. mais pour definir plus clairement ('invention 

L invention sera mieux comprise a la lecture de la descriptbn detaillee qui va suivre faite en reference aux figures 
annexees dans lesquelles: y 

- la figure 1 represente la sequence de type MSRV-2A obtenue a partir des cultures LM7 selon le protocole de Shih 
(8) ; cette sequence est identifiee sous la reference SEQ ID N010, 

■ la figure 2 represente des consensus generaux en acides nucleiques des sequences MSRV-IB amplifies par la 
technique PCR dans la region 'pol", a partir d'ADN viral issu des lignees LM7PC et PLI-2 identifies sous les 
references SEQ ID N03. SEQ » N04, SEQ ,D N05, et SEQ ID N06, et ,e consensus convTn ate ZJe 
d'amplification portant la reference SEQ ID N07, 

• la figure 3 represente I'arbre phylogenetique des sequences de type MSRV-IB obtenues par PCR dans la region 
pol definie par Shih (8), a 
la figure 4 donne la definition d'une frame de lecture fonctionnelle pour chaque famille de type MSRV-IB/TCR 
pol , lesdites f amilles A a D etant definies respectfvement par les sequences nucleotidiques SEQ ID N03 SEQ ID 
N04, SEQ ID N05, et SEQ ID N06, decrites a la figure 2, ' 
la figure 5 donne un exemple de consensus des sequences de MSRV-2B, identifie par SEQ ID N011 
la figure 6 represente la sequence nucleotidique du clone PSJ1 7 (SEQ ID N09), 
la figure 7 represente la sequence nucleotidique SEQ ID N08, du clone denomme M003-P004 
la figure 8 represente la sequence nucleotidique SEQ ID N02 du clone F11-1; la partie reperee entre deuxfleches 
dans la region de I amorce correspond a une variability imposee par le choix de I'amorce ayant seM au clonage 
de F11-1; sur cette mgme figure, la traduction en acides amines est representee 

la figure 9 'W 6 ™^*^*™ ™<^otidi q ue SEQ ID N01. et une trame fonctionnelle de lecture possible en 
Se"^^^ 

la figure 10 represente la sequence nucleotidique SEQ ID N012 du clone denomme MSRV2EL1 

£ f Sm in MoT" 0 ? 66 f ? tr ° iS P ' a ^ CheS successives 11/23 * 13/ 23 represente la traduction en acides amines 
de SEQ ID N012, incluant I'amorce SEQ ID N013, selon 6 frames de lecture possibles 

I a 'fl 12 Pr6S T ,e ali 9 nement de 13 s ^ u ence MSRV2-A (SEQ ID N010) sur la sequence MSRV2-EL1 (SEQ 
?n?o SUr °, m6me re P r6sentation ' la rt9ton d'hybridation de I'amorce identifiee sous la reference SEQ ID 
N013, (hormis la queue de clonage) est encadree; celle de I'amorce identifiee sous la reference SEQ ID N014 
est signalee entre des crochets, ' 
la figure 1 3 represente la mesure de I'activite transcriptase inverse avec les conditions definies dans I'exemple 7 
dans les f racfions d'un gradient de saccharose oi. a ete realisee une sedimentation a I'equilibre d'agents inf ectants 
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' et/ou P ath °9enes presents dans le surnageant de cultures de cellules de liquides articulaires de polyarthrite rhu- 
matoide, ams. que cela est decrit dans I'exemple 7 ; la courbe represenle les variations de I'activite transcriptase 
inverse dans les drfferentes fractions du gradient ; cette activite est mesuree en DPM (disintegrations par minute) 
sur I'axe des ordonnees ; I'axe des abscisses represenle les fractions collectees sur le gradient par ordre de densiti 
croissante (fractions 1 a 10), 

- la figure 14, divisee en figures 14A, 14Bet 14C, montre, selon la figure 14A, la sequence du clone "MSRV-1 polPR" 
identifiee par SEQ ID IM039. obtenu sur echantillon de PR dans les conditions definies dans I'exemple 9, selon les 
figures 14Bet14C, alignement de la sequence de ce clone avec les SEQ ID N01 etSEQIDN06 respectivement 
correspondant a des sequences du retrovirus MSRV-1 obtenues dans des echantillons provenant de SEP 

" 5 V* 15 ' d oL^ m f ' 9UreS 15A ' 158 6t 15C ' mon1re Selon la fi 9 ure 15A ' ,a Sf * ue ™<> du clone "MSRV2sPR" 
identrf.ee par SEQ ID N040, obtenu sur echantillon de PR dans les conditions definies dans I'exemple 9, selon les 
tigures 15B et 15C, lalignement de la sequence de ce clone avec les SEQ ID N010 et SEQ ID N012 respective- 
ment, correspondant a des sequences de I'agent infectant MSRV-2 obtenues dans des echantillons provenant de 

- la figure 16 montre la sequence du clone MSRV2cPR identifiee par SEQ ID N041 , obtenu a partir de cellules d'un 
hquide articulaire de PR, dans les conditions definies dans I'exemple 10 

- la figure 17 montre la sequence du clone MSRV2cPR identifiee par SEQ ID N041 , obtenu a partir de cellules d'un 
quide art.cula.re de PR, et I'alignement de la partie terminals (654-705) de la sequence de ce clone avec la SEQ 

de SEP C ° rreSp0ndant k Une s ^ uence de |,a 9ent infectant MSRV-2 obtenue dans des echantillons provenant 

• la figure 18 montre la sequence du clone MSRV2cPR identifiee par SEQ ID N041 , obtenu a partir de cellules d'un 
Hquide articulaire de PR, et I'alignement de la sequence de ce clone avec la SEQ ID N012, correspondant a une 
sequence de I agent infectant MSRV-2 obtenue dans des echantillons provenant de SEP, 

- la figure 1 9 montre la sequence du clone MSRV1 nPR identified par SEQ ID N042, obtenu a partir d'un liquide 
articulaire de PR, dans les conditions denies dans I'exemple 10, 

■ la figure 20 montre la sequence du clone MSRVInPR identified par SEQ ID N043, obtenu a partir de cellules d'un 
hqu.de articula.re de PR, et I'alignement de la sequence de ce clone avec la SEQ ID N01, correspondant a une 
sequence du retrovirus MSRV-1 obtenue a partir d'echantillons provenant de SEP. 

™!,oc™ 21^^ ° E CL0NES MSRV ' 2 DEN0MM ES MSRV-2A, PAR AMPLIFICATION DES REGIONS 
CONSERVEES DES GENES D'ADN-POLYMERASES ARN-DEPENDANTES, SUR UNE PREPARATION D'AGENT 
INFECTANT PURIFIE A PARTIR DE CULTURE DE CELLULES DE LA LIGNEE LM7 " thWWION AGENT 

L'approche molecubire a consiste a utiliser une technique PCR (8) qui permet d'amplifier une region relativement 
conserveedu gene po/des retrovirus exogenesetendogenes, maisaussi des virus codant pour une enzyme a activite 
t^scnptase averse (RT) tels que notamment le virus del'hepatiteBet,implicitement,de tout gene d'ADN polymerase 
ARN dependante ou d'enzyme, presentant des homologies de sequences suffisantes dans les regions definies par 
les amorces d ampliation utilisees. Cette technique PCR a ete utilises sur les acides nucleiques extraits d'une pre- 
paration d agent infectant purifies, obtenue selon le protocols (14) a partir des surnageantsde la culture LM7d'origine 

£?5E7 ? n9 f es depuis ,ors ' Les fractions contGnant ,e pic d ' actMt6 RT de ^ LM7 "** '■P*- *~ 

un volume d un tampon contenant du thiocyanate de guanidine (IS) et sont stockees a -80-C jusqu'a extraction des 
acides nucldiques selon la technique decrite par P.Chomzynski (15) 

flm nl 6a H? ,em . ent ! ' a IT 10 " PCR ' '' ARN dG ,,6chanti,lon a 616 tra "scr« en ADN complements (ADNc) avec des 
amorces dites random" (hexanuchkrtides en melange) a I'aide du Kit "cDNA synthesis system plus" (Amersham) 

xzzxszs^ et en se basant sur une va,eur approxi ^ » - * ^ * - « *™ 

Biotechnology). Les 2 uJ de solut,on d'ADN ont ete melanges avec 5 ul d'eau distillee sterile, 1 ul d'un tampon de 
hgat.on 10 fo,s concentre "10X LIGATION BUFFER", 2 ul de "pCR™ VECTOR" (25 ng/ml) et 1 ul de "TA DNA LIGASE" 

tI ^nin^A Th , me "l* 12 ! C - LeS 6tapeS SUiVan,6S ° nt 6,6 r6alis6es «*>rm*neril au instructs du kit 
TA Ctomng®. A la f,n de la procedure, les colonies blanches de bacteries recombinantes ont ete repiquees pour etre 
cult.yees et permettre 1'extract.on des pbsmides incorpores selon la procedure dite de "miniprep" (16) La preparation 
de plasmide de chaque colonie recombinants a ete coupee par une enzyme de restriction appropriee et analyses sur 
gel d agarose. Les plasm.des possedant un insert detecte sous lumiere UV apres marquage du gel au bromure d'ethi- 
dium, ont ete selectionnes pour le sequencage de I'insert, apres hybridation avec une amorce complemented du 
promoteur Sp6 present sur le plasmide de clonage du "TA Coning kit". La reaction preamble au sequence a ensurte 
ete effectuee selon la methode preconis6e pour ('utilisation du kit de sequenpage "Prism ready reaction kit dve deoxv- 
. termmator cycle sequencing kit" (Applied Biosystems, ref. 401384) et le sequence »J5£^££l 
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I'appareil "Automatic Sequencer", modeie 373 A Applied Biosystems selon les instructions du fabricant. 

Les sequences obtenues ont ensuite 6t6 analys6es k ('aide des logiciels Mac Vector® et Geneworks<8>sur banque 
de donnees informatiques Genebank®, pour les sequences nucieiques, et Swiss Prot®, pour les sequences en acides 
amines deduites des trames de lecture mises en evidence dans les sequences nucieiques. L'analyse des sequences 
obtenues a partir de I'echantillon viral provenant des surnageants LM7 decongelds, et purifie au pic d'activite trans- 
criptase inverse sur gradient de saccharose, a mis en Evidence une population rnajoritaire de clones (environ 42% 
des clones), relativement k la representative individuelle des autres sequences (toujours inferieure a 5%, voire 10% 
pour un petit nombre), et presentant des homologies partielles avec des retrovirus connus dans ia region "pol" attendue 
Ce clone est denomme MSRV2-A et identifie par SEQ ID N01 0 (Cf . Fig. 1 ). La region ampliftee entre les amorces PCR 
est homologue a la sequence correspondante MSRV2-B identifi6e par SEQ ID N011 (Cf . Fig. 5), decrite dans I'exemple 
2. Les differences observes dans les sequences situees au niveau des amorces PCR s'expliquent par ('utilisation 
d'amorces degenerees en melange, utilisees dans des conditions techniques differentes. ^interrogation de la banque 
de donnees Genebank® actualisee h ce jour n'a pas permis de mettre en evidence une sequence identique ou pre- 
sentant des homologies significatives. 

Cette sequence est presentee dans la figure 1 . La sequence presentee k la figure 1 possede un cadre de lecture 
ouvert en phase avec les deux amorces PCR retrouvees aux extr6mites, mais elle est plus courte que I'ensemble des 
sequences retroviral connues dans la region attendue entre ces amorces. Une deletion de 45 paires de bases (15 
acides amines) y est observee, relativement aux sequences retrovirales correspondantes(8), k la suite de la sequence 
de I'amorce amont alors que les sequences pre-cedant I'amorce aval sont presentes. Cependant la trame de lecture 
est ouverte et ininterrompue sur toute la sequence incluant les amorces et la sequence en acides amines deduite 
presente une homoiogie significative avec la region correspondante des retrovirus connus. Dans la sequence interne 
aux amorces PCR, les acides amines Glu, Arg, Gin, Pro et Asp, normalement assez bien conserves dans cette region 
pol des retrovirus et des virus avec activity transcriptase inverse connus (8) sont retrouv6s conserves aux bonnes 
positions dans la trame de lecture de la sequence originale. 

Enfin, etant donn6 que cette sequence est suffisamment divergente des sequences retrovirales d6ja decrites dans 
les banques de donnees, on peut avancer qu'il s'agit d'une sequence appartenant k un nouvel agent infectant et/ou 
pathogene, denomme MSRV-2A. Get agent s'apparente a priori, d'apres l'analyse des sequences obtenues, k un 
retrovirus, mais, etant donnee la technique utilisee pour obtenir cette sequence, il peut aussi s'agir d'un virus k ADN 
dont le genome code pour une enzyme qui possede accessoirement une activite transcriptase inverse comme c'est 
le cas, par exemple, pour le virus de I'hepatite B, HBV (8). De plus, le caractere aleatoire des amorces degenerees 
utilisees pour cette technique d'amplification PCR peut tres bien avoir permis, du fait d'homologies de sequences 
imprevues ou de sites conserves dans le gene d'une enzyme apparentee, ('amplification dun acide nucieique provenant 
d'un agent pathogene et/ou co-infectant procaryote ou eucaryote (protiste). 

EXEMPLE 2: OBTENTION DE CLONES DENOMMES MSRV-1B ET MSRV-2B, DEFINISSANT RESPECTIVEMENT 
UN RETROVIRUS MSRV-1 ET UN AGENT CO-INFECTANT MSRV2, PAR AMPLIFICATION PCR "NICHEE" DES 
REGIONS POL CONSERVEES DES RETROVIRUS, SUR DES PREPARATIONS DE VIRIONS ISSUES DES Ll- 
GNEES LM7PC ET PLI-2 

Une technique PCR derivee de la technique publiee par Shih (8) a ete utilisee. Cette technique permet, par trai- 
tement de tous les composants du milieu reactionnel par la DNase, d'eiiminer toute trace d'ADN contaminant Elle 
permet parallel ement, par I'utilisation d'amorces differentes mais chevauchantes dans deux series successives de 
cycles d'amplifications PCR, d'augmenter les chances d'amplifier un ADNc synthetise k partir d'une quantite d'ARN 
faible au depart et encore r6duite dans I'echantillon par Taction parasite de la DNAse sur TARN. En effet, la DNase est 
utilisee dans des conditions d'activite en exces qui permettent d'eiiminer toute trace d'ADN contaminant avant inacti- 
vation de cette enzyme restant dans I'echantillon par chauffage a 85°C pendant 10 minutes. Cette variante de la 
technique PCR decrite par Shih (8), a ete utilisee sur un ADNc synthetise a partir des acides nucleiques de fractions 
de particules infectantes purifiees sur gradient de saccharose selon la technique decrite par H. Perron (14) a partir de 
I'isolat 'POL-2' (ECACC n°V92072202) produit par la lignee PLI-2 (ECACC n°92072201) d'une part et a partir de 
I'isolat MS7PG (ECACC n°V93010816) produit par la lignee LM7PC (ECACC n°93010817) d'autre part. Ces cultures 
ont ete obtenues selon les methodes ayant fait Ibbjet des demandes de brevet publiees sous les n° WO 93/20188 et 
WO 93/20189. 

Apres clonage avec le TA Cloning Kit® des produits amplifies par cette technique et analyse de la sequence a 
I'aide du s6quenpeur automatique selon ce qui est decrit dans I'exemple 1 , les sequences ont 6te analys6es k ('aide 
du logiciel Geneworks®, sur la derniere version disponible de la banque de donnees Genebank®. 

Les sequences donees et sequencees a partir de ces echantillons correspondent notamment k deux types de 
sequences: un premier type de sequence, retrouve dans la majorite des clones (55% des clones issus des isolats 
POL-2 des culture PLI-2, et, 67% des clones issus des isolats MS7PG des cultures LM7PC) qui correspond a une 
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famille de sequences "poT proches mais differentes du retrovirus endogene humain denomme ERV-9 ou HSERV-9 
et un second type de sequence qui correspond a des sequences tres fortement homobgues a la sequence attribuee 
a un agent infectant et/ou pathogene denomme precedemment MSRV-2. 

Le premier type de sequences represented la majorite des clones est constituee de sequences dont la variabilis 
permet de defin.r quatre sous-families de sequences. Ces sous-families sont suffisamment proches entre elles pour 
qu'on pu.sse les considers comme des quasi-especes provenant d'un meme retrovirus, tel que cela est bien connu 
pour le rdtrov.rus HIV-1 (17), ou comme le resultat de ('interference avec plusieurs provirus endogenes co-reoules 
dans les cellules productrices. Ces elements endogenes plus ou moins defectifs sont sensibles aux memes signaux 
de regulation generes eventuellement par un provirus replicatif, puisqu'ils appartiennent a la meme famille de retrovirus 
endogenes (18). Cette nouvelle famille de retrovirus endogenes ou, alternativement, cetle nouvelle espece retroviral 
dont on a obtenu en culture la generation de quasi-especes, et qui contient un consensus des sequences decrites ci- 
dessous est denommee MSRV-1 B. 

Dans la figure 2 sont presentees les consensus generaux des sequences des differents clones MSRV-1 B sequen- 
ces tors de cette experience, ces sequences etant respectivament identifies par SEQ ID N03, SEQ ID N04 SEQ ID 
N05, et SEQ ID N06. Ces sequences presented une homologie en acides nucleiques allant de 70% a 88% avec la 
sequence HSERV9 ref<§rencee X57147 et M37638 dans la base de donnees Genebank®. L'arbre phylogenetique de 
ces sequences est presente dans la figure 3. Dans cette figure, les sous-families A, B, C, D represented les sequences 
qui ont ete retrouvees de maniere preponderate dans des experiences similaires repetees ulterieurement dans les 
echantillons d'ARN pur de virions purifies a partir des isolats MS7PG et POL-2. A partir de ces families de sequences 
quatre sequences nucleiques 'consensus" representatives de differentes quasi-especes d'un retrovirus MSRV-1 B 
eventuellement exogene, ou de differentes sous-families d'un retrovirus endogene MSRV-1 B ont ete definies Ces 
consensus representees sont presentes dans la figure 4, avec la traduction en acides amines' Une trame de lecture 
fonctionnelle existe pour chaque sous-famille de ces sequences MSRV-1 B, et I'on peut voir que la trame de lecture 
ouverte fonctionnelle correspond a chaque fois a la sequence en acides amines venant en deuxieme ligne sous la 
sequence en acide nucleiques. Le consensus general de la sequence MSRV-1 B, identifie par SEQ ID N07 et obtenu 
par cette technique PCR dans la region °pol' est presente dans la figure 2. 

Le deuxieme type de sequence representant la majorite des clones sequences est represents par la sequence 
MSRV-2B presentee dans la figure 5 et identifiee par SEQ ID N011. La region amplifiee entre les amorces PCR est 
homologue a une base pres a la sequence MSRV2-A (SEQ ID NO10 selon Fig.1) interne aux amorces PCR decrite 
dans I Exemple 1. Les differences observees dans les sequences correspondant aux amorces PCR s'expliquent par 
I utilisation d'amorces degenerees en melange utilisees dans des conditbns techniques differentes 

Les sequences MSRV-2A (SEQ ID N010) et MSRV-2B (SEQ ID N011) sont a ('evidence homologues voire iden- 
tiques, issues du meme organisme et suffisamment divergentes des sequences retroviral d6ja decrites dans les 
banques de donnees pour qu'on puisse avancer qu'il s'agit d'une region de sequence appartenant a un nouvel agent 
infectant, denomme MSRV-2. Cet agent infectant s'apparenterait a priori, d'apres I'analyse des premieres sequences 
obtenues, a un retrovirus, mais, etant donnee la technique utilises pour obtenir cette sequence, il pourrait aussi s'agir 
d'un virus a ADN dont le genome code pour une enzyme qui possede accessoirement une activity transcriptase inverse 
comme c'est le cas, par exemple, pour le virus de ('hepatite B, HBV(8). De plus, le caractere aleatoire des amorces 
degenerees utilisees pour cette technique d'amplification PCR peut tres bien avoir permis, du fait d'homoloqies de 
sequences imprevues ou de sites conserves dans le gene d'une enzyme apparentee, ('amplification d'un acide nuclei- 
que provenant d'un agent pathogene et/ou co-infectant prokaryote ou eukaryote (protiste). 

EXEMPLE 3: OBTENTION D'UN CLONE PSJ17, DEFINISSANT UN RETROVIRUS MSRV-1 PAR REACTION DE 
TRANSCRIPTASE INVERSE ENDOGENE SUR UNE PREPARATION DE VIRION ISSUE DE LA LIGNEE PLI-2. 

Cette approche vise a obtenir des sequences d'ADN retrotranscrites a partir de I'ARN suppose retroviral dans 
I isolat, en utilisant I'activite transcriptase inverse presente dans ce meme isolat. Cette activite transcriptase inverse 
ne peut theoriquement fonctionner qufen presence d'un ARN retroviral, lie a un ARNt amorce ou hybride a des brins 
courts d'ADN deja retro-transcrits dans les particules retrovirales (1 9). Ainsi I'obtention de sequences retrovirales spe- 
cifiques dans un materiel contamine par des acides nucleiques cellulaires, a ete optimisee selon ces auteurs grace a 
I amplification enzymatique specifique des portions d'ARN viraux par une aclivite transcriptase inverse virale Les 
auteurs ont pour cela, determine les conditions physico^himiques particulieres dans lesquelles cette activite enzyma- 
tique de transcription inverse sur des ARN contenus dans des virions pouvaft etre effective in vitro Ces conditions 
correspondent a la description technique des protocoles presentes ci^essous (reaction de RT endogene purification 
clonage et sequencage). 

L'approche moleculaire a consiste a utiliser une preparation de virion concentre, mais non purifie, obtenu a partir 
des surnageants de culture de la lignee PLI-2 prepares selon la methode suivante : les sumageants de culture sont 
collectes deux fois par semaine, pre-centrifuges a 10 000 trs/min pendant 30 minutes pour eliminer les debris cellu- 
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laires, et ensuite, congeies a -80°C ou utilises tels que pour Iss etapes suivantes. Les surnageants f rais ou d6congel6s 
sort centrifuges sur un coussin de PBS-glyc6rol 30% a 100 OOOg (ou 30 000 trs/min dans un rotor LKB-HITACHI de 
type 45 T) pendant 2 h a 4°C. Apres elimination du surnageant, le culot sedimente est repris dans un petit volume de 
PBS et constitue la fraction de virion concentre, mais non purifie. Cet echantillon viral concentre mais non purifie a 6t6 
utilise pour effectuer une reaction dite de transcription inverse endogene, telle que decrite ci-apres : un volume de 200 
ul de virion purifie selon le protocole decrit ci-dessus et contenant une activite transcriptase inverse d'environ 1-5 
millions de dpm est decongele a 37'C jusqu'a apparition d'une phase liquide, puis place sur de la glace. Un tampon 
5 fois concentre a ete prepare avec les composants suivants: Tris-HCI pH 8,2, 500 mM; NaCI 75 mM- MgCI2 25 mM- 
DTT 75 mM et NP 40 0. 1 0 %. 1 00 ul de tampon 5X + 25 ul d'une solution de dATP 1 00 mM + 25 ul d'une solution de 
dTTP 1 00 mM + 25 ul d'une solution de dGTP 1 00 mM + 25 ul d'une solution de dCTP 1 00 mM + 1 00 ul d'eau distillee 
sterile + 200 ul de la suspension de virions (activite T.I. de 5 millions de DPM) dans le PBS ont ete melanges et incubes 
a 42°C pendant 3 heures. Apres cette incubation le melange reactionnel est directement ajoute a un melange tamponne 
phenol/chloroforme/alcool isoamylique (Sigma ref. P 3803); la phase aqueuse est collectee et uh volume d'eau distillee 
sterile est ajoute a la phase organique pour re-extraire le materiel nucleique residuel. Les phases aqueuses collectees 
sont regroupees et les acides nucleiques contenus sont precipites par addition d'acetate de sodium 3M, pH 5 2 au 
1/10 de volume + 2 volumes d'ethanol + 1 ul de glycogene (Boehringer-Mannheim ref. 901 393) et mise'a -20"'c de 
I'echantillon pendant 4 h ou la nuit a +4 0 C. Le precipite obtenu apres centrifugation est ensuite lave avec de I'ethanol 
a 70% et resuspendu dans 60 ml d'eau distillee. Les produits de cette reaction ont ensuite ete purifies clones et 
sequences selon les protocole decrit ci-apres: des ADN bouts francs avec des adenines non-appariees aux extremites 
ont ete generes: une reaction de "remplissage" a d'abord ete effectuee: 25 ul de la solution d'ADN precedemment 
punfiee ont ete melanges avec 2 ul d'une solution 2,5 mM contenant, en quantite equimolaire, dATP + dGTP + dTTP 
+ dCTP / 1 ul d'ADN polymerase T4 (Boehringer-Mannheim ref. 1 004 786) / 5 ul de 1 0X "incubation buffer for restriction 
enzyme" (Boehringer-Mannheim ref. 1417 975) / 1 pi d'une solution a 1% de serurn^albumine bovine 1 16 ul d'eau 
distillee sterile. Ce melange a 6te incube 20 minutes a 11°C. 50 ul de tampon TE et 1 ul de glycogens (Boehringer- 
Mannheim ref. 901 393) y ont 6t6 ajout6s avant extraction des acides nucleiques avec du phenol/chloroforme/alcool 
isoamylique (Sigma ref. P 3803), et precipitation a I'acetate de sodium comme decrit precedemment L'ADN precipite 
aprte centrifugation est resuspendu dans 10 ul de tampon 10 mM Tris pH 7,5. Puis, 5 ul de cette suspension ont ete 
melanges avec 20ul de tampon Taq 5X, 20 pi de 5mM dATP, 1ul (5U) de Taq ADM polymerase (Amplitaq™) et 54 ul 
d'eau distillee sterile. Ce melange est incube 2 h a 75°C avec un film d'huile a la surface de la solution L'ADN en 
suspension dans la solution aqueuse preievee en dessous du film d'huile apres incubation est precipite comme decrit 
precedemment et resuspendu dans 2 ul d'eau distillee sterile. L'ADN obtenu a 6te ins6re dans un plamide a I'aide du 
kit TA Cloning™. Les 2 ul de solution d'ADN ont 6t6 melanges avec 5 ul d'eau distillee sterile, 1ul d'un tampon de 
ligation 10 fois concentre M0X LIGATION BUFFER', 2 ul de 'pCR™ VECTOR" (25 ng/ml) et 1 ul de 'TA DNA LIGASE" 
Ce melange a 616 incube une nuit a 12»C. Les etapes suivantes ont ete realis6es conform6ment au instructions du kit 
TA Cloning® (British Biotechnology). A la fin de la procedure, les colonies blanches de bacteries recombinantes (white) 
ont ete repiquees pour etre cuftivees et permettre I'extraction des plasmides incorpores selon la procedure dite de 
"mimprep" (16). La preparation de plasmide de chaque colonie recombinante a ete coup6e par une enzyme de res- 
triction appropriee et analys6e sur gel d'agarose. Les plasmides possedant un insert detecte sous lumiere UV apres 
marquage du gel au bromure d'ethidium, ont 616 s6lectionn6s pour le sequencage de I'insert, apres hybridation avec 
une amorce complementaire du promoteur Sp6 present sur le plasmide de clonage du TA Cloning Kit® La reaction 
pr6alable au sequencage a ensuite 6t6 effectuee sebn la m6thode pr6conis6e pour I'utilisation du kit de sequencage 
"Prism ready reaction kit dye deoxyterminator cycle sequencing kit" (Applied Biosystems, ref. 401 384) et le sequencage 
automatique a 6te realise avec Pappareil "Automatic Sequencer, modele 373 A" Applied Biosystems, selon les instruc- 
tions du fabricant. 

L'analyse discriminante sur les banques de donn6es informatiques des sequences clon6es a partir des fragments 
d'ADN presents dans le melange reactionnel a permis de mettre en evidence une sequence de type retroviral Le clone 
correspondant PSJ17 a 6t6 entierement sequence et la sequence obtenue, pr6sent6e dans la figure 8 et identifi6e apr 
SEQ ID N09, a ete analys6e a I'aide du logiciel "Geneworks®" sur les banques de donn6es actualis6es "Genebank®" 
L'analyse des banques de donn6es n'a pas permis de trouver de sequence identique d6ja decrite. Seule une homologie 
partielle a pu etre retrouvee avec certains elements retroviraux connus. L'homologie relative la plus int6ressante con- 
cerne un retrovirus endogene denomme ERV-9, ou HSERV-9, selon les references (20). 

EXEMPLE 4: AMPLIFICATION PCR DE LA SEQUENCE NUCLEIQUE CONTENUE ENTRE LA REGION 5' DEFINIE 
PAR LE CLONE "POL MSRV-1B" ET LA REGION 3' DEFINIE PAR LE CLONE PSJ17. 

Cinq oligonucleotides, M001 , M002-A, M003-BCD, P004 et P005, ont ete definis pour amplifier de I'ARN provenant 
de virions purifies POL-2. Des reactions de controle ont 6t6 effectu6es de maniere a controler la presence de conta- 
minants (reaction sur de I'eau). L'amplification consiste en une etape de RT-PCR selon le protocole decrit dans I'Exem- 
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^^utTJT PCR ' ni ° h6eM S6l0n 16 pr0tOCOle PCR d6crit dans le docume "t EP-A-0569272 Dans le premier 

^ iStS' ' eS am ° rCeS M ° 01 Gt P ° 04 ° U P005 Sont utilis6es - Dans ,e deu ^™ cycle PCR les amorce! MO 02 A 
ou M003-BCD, et ramoroe POQ4 sont utilises. Les amorces sont positionnSes comme suit: 

M002-A 
M003-BCD 

M001 P004 P005 



POL-2 

< > < 

pol MSRV-1 PSJ17 

Leur composition est; 
amorce M001: 

20 GGTCITICCICAIGG (SEQ ID NO20) 

amorce M002-A: 

TTAGGGATAGCCCTCATCTCT (SEQ ID N021) 

amorce M003-BCD: 



ARN 



TCAGGGATAGCCCCCATCTAT ( SEQ ID N022) 

amorce P004: 

AACCCTTTGCCACTACATCAATTT (SEQ ID N023) 

30 amorce POOS: 

GCGTAAGGACTCCTAGAGCTATT (SEQ ID N024) 
* a la slqSce sIq SnT ""^ ° b,enU * M °° 3 - P004 "* dans ,a 7 - et -respond 

™ f^ P o E 5: AMPLIF,CATI °N ET CLONAGE D'UNE PORTION DU GENOME RETROVIRAL MSRV 1 A . 'Aini= 

Tptas™^^ 

40 

a r a £ h^" 9 PCR dC 13 ,eChniqUe PUb " 6e Par Frohman < 21 > a 6te L a technique derives permet 

tlT r l SP C ' f,qUe 6n 3 ' dU 96n ° me 3 am P' ifier - d ' 6lon 9 uer ,a s6 ^"<* vers la regton i ZZZZl 
analyser Cette yaoante technique est dScrite dans la documentation de .a firme 'Clontech Labora^ies Inc Talo 

CDNA ; TCATCCATGTACCGAAGG (SE Q ID N025) 

amplification : ATGGGGTTCCCAAGTTCCCT (SEQ ID 



ss 



N026) 



n • ' SSUS . ° nt ^ PUrifi6S flprte pUrifica,ion sur 9 el d ' a 9 arose sel °" *> rnethodes convention- 

nelles ( 6). pu.s resuspendus dans 10 ml d'eau distillee. Une des propriety de la polymerase Tag consis Jn^abZ 

ri'aideTJ TrT & *" b *" ^ '' ADN ° btenu a 6,6 IS«H?n JSS 

disS ?h T (Bn, f Biotechno, °9y)- L8S 2 Ml de solution d'ADN ont ete melanges avec 5 u tfeau 

d.st,llee stenle, 1 ul d'un tampon de ligation 10 fois concentre »10X LIGATION BUFFER", 2 ul d8 -pCffS VECTOR" 
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(25 ng/mt) et 1 de 'TA DNA LIGASE". Ce melange a ete incube une nuit a 12°C. Les etapes suivantes ont ete 
realisees conform6ment aux instructions du kit TA Cloning® (British Biotechnology). A la fin de la procedure, les co- 
lonies blanches de bacteries recombinantes (white) ont 6X6 repiquees pour etre cuttivees et permettre ('extraction des 
plasmides incorpores selon la procedure dite de "miniprep" (16). La preparation de plasmide de chaque colonie re- 
combinante a ete couple par une enzyme de restriction appropriee et analysee sur gel d'agarose. Les plasmides 
possSdant un insert detects sous lumifere UV apres marquage du gel au bromure d'6thidium ( ont ete seiectionnes pour 
le sSquengage de I'insert, apres hybridation avec une amorce complementaire du promoteur Sp6 present sur le plas- 
mide de clonage du TA Cloning Kit®. La reaction prealable au sequenpage a ensuite ete effectuee selon la methode 
preconisee pour i'utilisation du kit de sequencage "Prism ready reaction kit dye deoxyterminator cycle sequencing kit" 
(Applied Biosystems, ref. 401384) et le sequencage automatique a ete realise avec I'appareil "automatic sequencer, 
modele 373 A" Applied Biosystems selon les instructions du fabricant. 

Cette technique a d'abord ete appliquee k deux fractions de virion purifie comme d6crit ci-apres, sur saccharose 
k partir de I'isolat "POL-2" produit par la lignee PLI-2 d'une part, et a partir de I'isolat MS7PG produit par la lignee 
LM7PC d'autre part: les surnageants de cultures sont collects deux fois par semaine, pr6-centrifuges a 10 000 trs/ 
min pendant 30 minutes pour eliminer les debris cellulaires, et ensuite, congeles k _80°C ou utilises tels quels pour 
les etapes suivantes. Les surnageants frais ou decongeles sont centrifuges sur un coussin de PBS-glycerol 30% a 
100 OOOg (ou 30 000 trs/min dans un rotor LKB-HITACHI de type 45 T) pendant 2 h a 4°C. Apres elimination du 
surnageant, le culot sediments est repris dans un petit volume de PBS et constitue la fraction de virions concentres, 
mais non purifies. Le virus concentre est ensuite depose sur un gradient de sucrose dans un tampon PBS sterile (15 
a 50% poids/poids) et ultracentrifuge k 35 000 trs/min (100 OOOg) pendant 12 h a +4°C dans un rotor k godets. 10 
fractions sont recueillies et 20 nl sont preleves dans chaque fraction apres homogeneisation pour y doser I'activite 
transcriptase inverse sebn la technique decrite par H. Perron (7). Les fractions contenant le pic d'activite FTT "de type 
LM7" sont ensuite diluees dans du tampon PBS sterile et ultracentrifug6es une heure k 35 000 trs/min (100 OOOg) pour 
sedimenter les particules virales. Le culot de virion purifie ainsi obtenu est alors repris dans un petit volume d'un tampon 
ad6quat pour I'extraction d'ARN. La reaction de synthase de cDNA mentionn6e plus haut est r6alis6e surcet ARN 
extrait de virion extracellulaire purifie. ^amplification PCR selon la technique citee plus-haut a permis d'obtenir le clone 
F1 -11 dont la sequence identifiee par SEQ ID N02, est presentee dans la figure 8. 

Ce clone permet de definir, avec les differents clones prealablement sequences, une region representative du 
gene "pol" du retrovirus MSRV-1, telle que presentee dans la figure 9. Cette sequence denommee SEQ ID N01 est 
reconstituee k partir de differents clones se recouvrant a leurs extremes, en corrigeant les artefacts lies aux amorces 
et aux techniques d'amplification ou de clonage, qui inter romperaient artificiellement la trame de lecture de I'ensemble. 

Dans la figure 9, la trame de lecture potentielle avec sa traduction en acides amines est presentee en dessous 
de la sequence en acides nucieiques. 

EXEMPLE 6: CAPTURE, AMPLIFICATION ET CLONAGE D'UNE PORTION DU GENOME MSRV-2 A L'AIDE D'UNE 
SEQUENCE DEJA IDENTIFIEE, DANS UNE CULTURE INFECTEE PAR MSRV-2 

Les surnageants d'une culture cellulaire exprimant une activite transcriptase inverse "de type LM7" similaire k 
celle decrite par H. Perron (7) ont ete collectes regulierement pendant plusieurs semaines et conserves congeles k 
-80°C apres addition de 10% de glycerol. L'ensemble des surnageants a ensuite ete decongeie afin de concentrer les 
particules infectantes par ultracentrif ugation et de les purifier par centrif ugation k requilibre sur gradient de saccharose; 
I'activite transcriptase inverse a ensuite 6t6 mesuree dans les differentes fractions collectees sur le gradient selon la 
methodologie decrite par H. Perron (14). 

Les differentes fractions repr6sentant le pic d'activite transcriptase inverse ont 6t6 regroupees afin d'en extraire 
les acides nucieiques selon un protocole destine a la purificatbn d'ARN (15), mais les acides nucieiques extraits n'ont 
pas ete traites par la DNase. Une amplification PCR d6riv6e de la technique decrite par Shih (8) a ete effectuee 
directement sur cet echantillon d'acides nucieiques non traite par la DNase, selon un precede d'amplification d'ARN 
tel que decrit dans le document EP-A-0 569 272, dans un volume total de 100 nl, contenant 200 ng d'ARN, 1^1 d'ARN 
Guard, 33 nmoles de chaque melange d'amorces (MOP) decrrts par Shih (8), et identiques k ceux utilises pour la PCR 
(ADN) directe ; 0,25 mM de chaque dNTP, 10 ^il de tampon 10X, 2,5 u d'enzyme Taget 0,4 |xl d'enzyme RT (RT-AMV; 
10u) sont aussi ajoutes aux echantillons. Les cycles d'amplification sont realises comme suit: denaturation de I'ARN 
65°C/10 minutes, synthase de I'ADNc 50°C/B minutes, puis les cycles sont identiques a ceux de la PCR decrite par 
Shih (8). Des reactions de controle ont ete effectuees de maniere a controler ('absence de contaminants (reaction sur 
de I'eau). Les produits ont ete analyses sur gel d'acrylamide 10%. 

Les echantillons amplifies par RT-PCR ont ensuite ete clones et sequences selon les techniques d6crites dans 
I'exemple 1. 

La majorite des clones sequences k partir du produit de RT-PCR correspond a la sequence MSRV-2A et a son 
;equivalente MSRV-2B prec6demment decrites dans les exemples 1 et 2. 
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: Par ailleurs, apres Elimination des sequences artefactuelles, il s'avere que les autres clones sequenced corres- 
pondent a des sequences de type MSRV-1 telles que decrites dans les exemples 1 et 2 

Apres la verification des sequences presentes dans ce materiel nucleique provenant de ces fractions purifiees 
contenant des particules infectantes dont au moins une partie est associee a une activite transcriptase inverse le 
materiel nucl6,que restan. a ete utilise pour effectuer une capture specif que des acides nucleiques portant la sequence 
MSRV2 prealablement identifiee et decrite dans les exemples 1 et 2 sequence 

Dans une etape prealable, le materiel genetique portant la sequence MSRV2 a ete amplifie par une technique 
PCRmmod^onnelledeSOcyclesaraiderfuneseute 

5' TAAAGATCTAGAATTCGGCTATAGGCGGCATCCGGCAACT 3* 

Ensuite, la capture a et6 effectuee en solution avec des billes magnetiques couplees a Cavidine (Dynabeads®) 
selon les instructions du fabrfcan. (Dynal) et, apres une serie de lavages a temperature ambiante permeZdSS 
les acdes nucleiques non couples a une biotine, une PGR a ete effectuee directement sur ces bL lavees avec ne 
ZZ^T^Zl BX " 5 ' aPP ° rt6e S0,Uti ° n <*^«*"- * 10 bases (10 mer) avec 

L'amorce d'amplification specifique orientee de 3' vers 5' correspond a la sequence identifiee par SEQ ID N013: 

5* GCATCCGGCAACTGCACG 3» 
hin , -^ PCR ? ecm °* 3 f C sur 40 c y cles avec ces a permis d'amplifier le materiel genetique specifiquement 

IT. 6 " 1 6 ^ ^ 61 SUr l6S bi " eS Dvnabeads ® ^res cionage avec le kS "TA cZg- 

de ADNamp Iifi6 par cette seconde etape de PCR et sequence des clones recombinants, selon les techZes 

TZ *°T 1 ' S6qUenCe dS 748 ^ de bases a 616 a*™* Cette s ^ence d'acides nlclZes 
SEQ ID N012 est presentee dans la figure 10. Cette sequence elonguee sera denommee ensuite MS RV-2EL1 

La sequence inverse complemented de l'amorce SEQ ID N013 est presente a I'extremrte 3' et est encadree sur 
la figure 10. En amont de cette amorce, on retrouve la sequence d<§ja identifiee dans les clones MSRV-2A et MSRV-2B 

figured '° n * ^ leS 6 trames de lectures possibles est P r6sent6e da ^ b 

Un alignement de la sequence MSRV2-A (SEQ ID N01 0) sur la sequence MSRV-2EL1 (SEQ ID N012) est presente 
dans la figure 12. On note que b sequence MSRV-2A est rigoureusement identique a la sequence elonguee hZ is 
quelques deferences dans la region correspondent aux amorces degenerees utilisees pour obtenir MSW 2A Se 
region est sou gnee dans cette figure ; par ailleurs. la region d'hybridation de l'amorce SEQ ID N013. (hormis la queue 
de cionage) est encadree, celle de .Wee SEQ ID N014 est presentee entre crochets. La sequence reel eTu g'nome 
MSRV-2 dans cette region est vra.semblablement celle de MSRV-2EL1 , ou elle n'a pas ete imposes par des a^es 
hybndees a basse stnngence comme e'est le cas pour MSRV-2A (et MSRV-2B de m§me) 

La sequence MSRV-2EL1 correspond done a une nouvelle region sequences du genome MSRV-2 Ceci a et6 

,21 * , n0U , Ve " eS ^° rC9S PCR d6fini8S d8nS MSRV - 2EL1 * MSRV-2 A qui ont permis une amplification 
specifique sur les acides nucleiques utilises pour le cionage decrit dans cet exemple mpimcauon 

Le resurtat d'inlerrogation de la banque de donnee Genebank®. actualisee en aoOt 1 994, avec la sequence MSRV- 
2EL1 ne montre aucune homologie significative avec des sequences genetiques connues a ce jour. Cependant I'in- 
terrogafion des traductions possibles en acides amines selon les 6 frames de lecture potencies de ceSe sTquence 
MSRV-2EL1, montre des homologies partielles avec des sequences bact6riennes, virales ou cellulaires 
n a « h , 3 !! enCe amp !, ification PCR avec des amorces s P 6cifiques sur de I'ADN humain normal montre qu'il ne s'agit 
pas d une sequence d'ongine cellula.re. MSRV-2 est done un agent infectant exogene a I'homme. Cependant la nature 

h "IT" 65 ' UtiNS§eS Se, ° n d6S Varian,6S de 13 ***** d6c ' ite P» »* (8), qui ont perm s 

lidentficaton des premiers elements de sequence denommes MSRV-2AetMSRV-2B,peut avoir P emfel"am P lifL7on 
Zentel™ n ' appartenant pas a un ni «*n. a un gene codant pour une /uSliKjISSSK 

S? D P u E 7 : ClJLTURE DE CELLULES DE LIQUIDES ARTICULAIRES DE PATIENTS ATTEINTS DE POLYARTH 

lacuTtur^ 

Du liquide articulaire (LA) a ete pr«*lev6 sterilement dans une articulation du genou presentant une atteinte inflam- 
mato,e chez une patiente attemte de polyarthrite rhumatoide. Ce liquide a ete centrifuge a ^C, a 1800 CmTn 
pendant 10 minutes. Une fois le sumageant preleve et a.iquote a -80"C, le culot cellulaire a ete repr^ dans du miZ 
de culture RPMI dont la composftion est la suivante: milieu RPMI 1640 additionne de penicilline { 2oTZ U/L^ de 
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streptomycine (200 mg/L), de L-glutamine (6 mM/l), de pyruvate (1%), d'acides amines non-essentiels (1%) eventuel- 
lement d'un anticorps polyclonal anti-interf6ron beta humain (10 U/ml), et de 20% de serum de veau foetal decomple- 
mente par incubation a 56°C pendant 30 minutes. Ces cellules en suspension ont 6t6 transferees dans un petit flacon 
de culture (25 cm3) et le volume complete a 5 ml avec le milieu sus-decrit dans lequel les cellules ont 6te maintenues 
en culture in vitro dans une etuve a 5% de C0 2 a 37'C. 

Apres 4 jours, le milieu de culture a ete remplace par du milieu frais de meme composition et le milieu preleve 
centrifuge a 1800 trs/min pendant 10 minutes. Le surnageant est aliquote et stocke a -80°C ■ le culot constitue de 
cellules qui n'avaient pas adhere au flacon de culture est repris dans du milieu de culture et transfers dans un autre 
flacon. Ces cellules seront maintenues en culture comme des cellules en suspension. 

Les milieux de culture sont toujours changes au moins deux fois par semaine. 

Apres trois semaines de culture, le flacon dans lequel a ete effectue le premier passage de cellules du liquide 
articulaire pathologique, contient des cellules adherentes de type macrophagique et d'autres, de type fibroblastique 
qui presented uhe proliferation par "plages" de mitoses. Ces plages de proliferation ont progressivement recouvert la 
surface mfeneure du flacon de culture et, au stade de confluence, ces cellules fibroblastiques ont ete decollees par 
grattage et repart.es dans deux flacons de 25 cm* avec 5 ml de milieu de culture. Ces cellules adherentes ont et6 ainsi 
passees et dedoublees tant que le potentiel de proliferation le permettait. En effet, apres le sixieme passaqe soil 
environ deux mo.s de culture, les cellules fibroblastiques ont cesse de proliferer et les flacons ont ete conserves iusau'a 
deg6nerescence des cellules. ^ 

Dans les flacons qui ont servi a passer les cellules en suspension, principalement des cellules de type lymphoide 
des cellules adherentes de type macrophagique ou de type fibroblastique ont parfois adhere tardivement Les cellules 
lymphoides en suspension ont d6gen6re sans donner lieu a une proliferation et n'ont pas ete maintenues en culture 
apres trois semaines. 

L'ensemble des surnageants de culture de tous ces flacons a ete stocke" aliquot6 a -80°C 
La recherche d'un eventuel agent retroviral produit par les cellules de ce liquide articulaire pathologique d'une 
patiente atteinte de PR a d'abord consists a rechercher une activite transcriptase inverse sebn differentes conditions 
physico-chimiques permettant une detection non selective d'une telle enzyme codee par un retrovirus non connu a 
I avance, a.nsi que cela fut fait par H. Perron et coll., pour la recherche d'une activite transcriptase inverse dans des 
surnageants de culture de cellules du systeme nerveux de sclerose en plaques (7). Les conditions de detection d'un 
signal specifique d'une activite transcriptase inverse dans les surnageants de culture de cellules du LA de ce cas de 
polyarthnte rhumatoide (PR) se sont alors reveres tres proches de celles qui constituent ('optimum pour la detection 
du retrovirus produit par la culture LM7 provenant d'un cas de sclerose en plaques (SEP). On a done cherche" a verifier 
si cette activite pouvait etre detectee dans les memes conditions que pour le retrovirus MSRV1/LM7 isoie dans la SEP 
apres realisation d'une sedimentation a I'equilibre sur gradient de saccharose, d'un concentrat de particules provenant 
des surnageants de cultures du LA de PR. 

Une serie de surnageants de culture des cellules adherentes du LA de ce cas de PR a ete decongeiee afin de 
disposer d'un volume total d'au moins 100 ml. Ces surnageants ont ete melanges, pte^entrifuges afin d'eiiminer les 
debris cellulaires, ultracentrifuges afin de s6dimenter d'6ventuelles particules retrovirales et le culot ainsi sedimente 
a ete depose sur un gradient de saccharose qui a ete centrifuge a 100 000 g afin d'obtenir une separation des elements 
presents dans le culot d'ultracentrifugation et de doser, apres recueil de fractions d'un volume egal et de densite de 
saccharose croissante, I'activite transcriptase inverse dans chacune de ces fractions. L'ensemble de ces operations 
a ete effectue dans les conditions d6crites par H. Perron (14). 

Le resultat du dosage d'une activite transcriptase inverse avec les conditions optimis6es pour la souche LM7 
dans les fraction du gradient "PR" est presente dans la figure 1 3. On peut voir qu'une activite transcriptase inverse 
significative (superieure au cut-off de 2000 DPM) est retrouv6e dans les fractions 2 a 5, ainsi que dans la fraction 9 
L'activite retrouvee dans les fractions les moins denses est mal focalisee ce qui est probablement dfl a un exces de 
materiel depose sur le gradient (tube de 5 ml). Le pic secondare dans la fraction plus dense (n'9) est vraisemblement 
constitue de virions plus denses ayant perdu leur enveloppe (capsides) ainsi que cela a d6ja ete observe dans les 
gradients realises avec des virions produits par la lignee LM7 (14). 

A ce stade des Iravaux effectu6s sur les cultures de cellules de LA provenant de PR, il semble que celles-ci 
produisent des particules possedant une transcriptase inverse du meme type que celle qui est d6tect6e dans les virions 
produits par les cellules LM7 de leptorrteninges de SEP. 

RHUMAT01DeTp L R) URE DE CELLULES LYMPHOBLASToiDES B DE PATIENTS ATTEINTS DE POLYARTHRITE 

Selon un protocole bien connu de I'homme de metier, des lignees lymphoblastoides, immortalisees par adjonction 
in vrtro de la souche B95 du virus d'Epstein-Barr (EBV) ou par la souche autologue hebergee par les lymphocytes B 
du patient, ont ate etablies a partir des lymphocytes B du sang P eriph6rique de patients attaints de PR 
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Brievement, les cellules mononuclees du sang ant ete separees par centrif ligation sur gradient de Ficoll-Hypaque© 
(Flow/ICN), lavees par centrifugation dans du RPMI 1640, puis reprises dans un milieu contenant du RPMI 1640 
additionne de penicilline (200 000 U/L), de streptomycine (200 mg/L), de L-glutamine (2 mM/l), de pyruvate (1%) 
d'acides amines non-essentiels (1%), de tampon HEPES (1%) et de 20% de serum de veau foetal decomplSmente 
par incubation a 56°C pendant 30 minutes. Ces cellules en suspension sont transferees dans un petit flacon de culture 
(25 cm3) et le volume est complete a 5 ml avec le milieu sus-decrit dans lequel les cellules seront maintenues en 
culture in vitro dans une etuve a 5% de CO a a 37°C. 

Les milieux sont renouveles par moitie deux fois par semaine: apres decantation pendant au moins 2 h des flacons 
places verticalernent, la moitie du milieu surnageant est preleve (et conserve congele a -80°C, des qu'une lignee est 
etabhe) et remplace pardu milieu frais dans lequel sont emulsbnnes les lymphocytes sediments. Quand une lignee 
, est etabhe et la densite cellulaire suffisante dans un flacon, les cellules ainsi emulsionnees a la pipette sont reoarties 
dans deux flacons et la culture ainsi dedoublee. 

Les cellules lymphoides, apres separation sur Ficoll, sont mises en presence de cyclosporine A pendant 10 a 20 
jours, afin de permettre ('inhibition et ('elimination des lymphocytes T de la culture. En ef et, ceux-ci onl la capacity de 
bloquer I immortalisation de lymphocytes B presents dans la culture par le virus EBV 

Selon les cas, la culture est maintenue telle que apres traitement a la cyclosporine A, afin d'attendre la survenue 
eventuelle d'une immortalisation de lymphocyte B par la souche EBV hSbergee par le patient lui-meme (s'il est sero- 
positif pour ce v.rus), ou bien 1 ml de surnageant de la lignee B95 productrice de virions EBV, apres induction par les 
esters de phorbol et I'acide butyrique, est ajoute dans le flacon de culture afin de realiser une infection massive des 
lymphocytes B presents par la souche EBV B95 et done une immortalisation bien plus probable de quelques clones B 
Les flacons contenant les lymphocytes en suspension sont maintenus en culture au moins trois mois pendant 
lesquels la survenue de clones de lymphocytes B immortalises, proliferant sous forme de "grappes" de cellules flottant 
dans le milieu de culture, est surveillee au microscope optique. 

Lorsque des lignees lymphoblastoldes sont etablies, a partir de patients atteints de PR, elles sont regulierement 
d6doublees et maintenues en culture continue. Les sumageants collected deux fois par semaine a ('occasion des 
changements de milieu sont congeles a - 80»C pour une analyse ulterieure : activite transcriptase inverse, detection 
PCR du genomes des agents pathogenes et/ou infectants exprimes par les cellules B dans la culture etc Des utili- 
sations de ces cultures pour la mise en evidence et la caracterisation d'agents pathogenes efou infectanls associes 
a la PR, seront presentees dans les exemples suivants. 

EXEMPLE 9 : OBTENTION DE CLONES MSRV-2 et MSRV-1 PAR AMPLIFICATION DES REGIONS POL CONSER- 
VEES DES GENES D'ADN POLYMERASE-ARN DEPENDANTS SUR UNE PREPARATION D'AGENT PATHOGENE 
ET/OU INFECTANT PURIFIE A PARTIR DE CULTURE DE CELLULES DU LIQUIDE SYNOVIAL OU DE LIGNEE 
LYMPHOBLASTOIDE DE PR. c 

L'approche moleculaire a consists, comme dans I'exemple 1 , a utiliser la technique PCR de Shih (8) qui permet 
d'amplrfier une region relativement conserved du gene po/des retrovirus exogenes et endogenes, mais aussi des virus 
codant pour une enzyme a activite transcriptase inverse (RT) tels que notamment le virus de ('hepatite B et implicite- 
ment, de tout gene d'ADN polymerase ARN de>endante ou d'enzyme presentant des homologies de sequences suf- 
fisantes dans les regions definies par les amorces d'amplification utilisees. Cette technique PCR a ete utilisee sur les 
acides nucleiques extrafts d'une preparation d'agent infectant purifiee sur gradient selon le protocole decrit par Perron 
(14) * P artir des sur nageants d'une culturede cellules du liquide articulaire (LA) pathologique d'un cas de polyarthrire 
rhumatoide (PR), obtenue selon le protocole decrit dans I'exemple 7. Les fractions contenant le pic d'activite RT me- 
suree selon les conditions optimisees pour la souche LM7 (7) sonl reprises dans un volume d'un tampon contenant 
du thiocyanate de guanidine et sont stockees a -80»C jusqu'a extraction des acides nucleiques selon la technique 
decnte par Chomzynski P. (15). H 

Prealablement a la reaction PCR, I 'ARN de I'echantillon a ete transcrit en ADN complementaire (ADNc) avec des 
amorces dries -random'' (hexanucleotides en melange) a I'aide du Kit 'ADNc synthesis system plus' (Amersham) 
selon les instructions du fabricant et en se basant sur une valeur approximative a un tog pres de la quantite d'ARN 
presente dans I'echantillon. Afternativement, la synthese du ADNc peut s'effectuer directement en presence des amor- 
ces utilisees pour la PCR selon un protocole de -RT-PCR" en une etape decrit dans le document EP-A-0569272 

L'ADN obtenu apres amplification PCR de I'ADNc, a ete insere dans un plasmide a I'aide du kit TA Cloning® (British 
Biotechnology), replique, extrait et sequence selon les protocoles d6crits dans les exemples 1 et 2 

Les sequences obtenues ont ensuite ete analysees a I'aide des logiciels Mac Vector® et Geneworks® sur banque 
de donnees mformatiques Genebank®, pour les sequences nucleiques, et Swiss Prot®, pour les sequences en acides 
amines deduites des trames de lecture mises en evidence dans les sequences nucleiques. L'analyse des sequences 
obtenues a partir de I'echantillon de particules sedimentant au pic d'activite transcriptase inverse provenant des sur- 
nageants decongeles de culture de cellules du LA de PR, a mis en evidence deux types de sequences- un premier 
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.- type de sequence, retrouve dans la minority des clones correspond a des sequences significativement homoloques 
a la region "pol" equivalente du retrovirus MSRV-1 prealablement isole et caracterise chez des patients atteints de 
SEP (demandes de brevet francais 92 04322, 92 13447, 92 13443, 92 01529, 94 01530, 94 01531 94 01532) et un 
second type de sequence, retrouve dans la majorite des clones, qui correspond a des sequences t'res fortement ho- 
mobgues a la sequence attribuee a un agent infectant et/ou pathogene denomme MSRV-2 prealablement isole et 
caracterise chez des patients atteints de SEP (demandes de brevet francais 92 04322 92 1 3447 92 1 3443 92 01 roo 
94 01530,94 01531,94 01532). ' ^uia^a, 

La comparison entre une sequence de type MSRV-1 amplified et donee a partir de materiel viral produit par une 
culture de cellules de LAde PR (clone -MSRVIpolPR", SEQ ID N039) et les sequences de reference MSRV-1 donees 
a partir de vir.on produit par des cellules provenant de patients atteints de SEP est presentee dans la figure 14 

La corr.para.son entre une sequence de type MSRV-2 amplifiee et donee a partir de materiel infectieux produit 
par une culture de cellules de LA de PR (clone "MSRV2sPR" SEQ ID N040)et les sequences de reference MSRV-2 
clonees a partir de materiel infectieux produit par des cellules provenant de patients atteints de SEP est presentee 
dans la figure 15. K 

Les deux types de sequences retrouvees avec les amorces degenerees "transcriptases inverses" de Shih et coll 
8) correspondent done exactement a ce qui a ete trouve dans des conditions similaires, dans les cultures de cellules 
leptomeningees, de plexus choroides ou de lignees lymphoblastoides B provenant de differents patients atteints de 
SEP (demandes de brevet francais 92 04322, 92 13447, 92 13443, 92 01529, 94 01530, 94 01 531, 94 01532). 

EXEMPLE 10 : VERIFICATION, A L'AIDE D'AMORCES PCR SPECIFIQUES ET D'UNE HYBRIDATION SPECIFIQUE 

rfZ^r^t OSA - ° E LA PRESENCE ° ES SEQUENCES MSRV - 1 ET ™™ >££s S SUR Q NA 
GEANTS DE CULTURE DE CELLULES ET, DIRECTEMENT, DANS LES FLUIDES BIOLOGIQUES DE PATIENTS 
ATTEINTS DE PR 



Plusieurs techniques PCR ont et6 utilis6es pour deleter les genomes MSRV-1 et MSRV-2 dans des surnaqeants 
de culture de cellules, des plasmas et des liquides articulaires de patients atteints de PR et de patients atteints d'autres 
maladies rhumatismales (non-PR). 

L'extraction des ARN de plasma et de surnageant de cultures a ete effectuee selon la technique decrite par P. 
Chomzynski (15), apres addition d'un volume du tampon contenant du guanidinium thiocyanate a 1 ml de plasma ou 
de surnageant de culture garde congele a -80°C apres recueil. 

L'extraction des ARN de liquide articulaire (LA) et de cellules mononuclees sanguines (lymphocytes et monocytes) 
a ete effectuee selon le protocole suivant: wn^yiosj 

21"! 8 ?L Uti ? nS SOnt r6a,i86eS danS de '' eau distill6e trait6e P ar le DEPC P° ur 6l "iner toute trace d'ARNase- 
500 M l a 1 ml de LA sont decongeles et 1/1 OOeme de volume d'une solution a 20% de SDS y est aioute ainsi qu'une 
solution de prolinase K a raison de 7 ul par ml de LA; le liquide est brievement vortexe et incube a 37°C apres 
additon de RNAsin (Boehringer) ou de RNA guard (Pharmacia); apr6s 1 h d'incubation, 1 volume de tampon GUT 
selon Cnomzynski (16) est ajoute et le melange immediatement vortexe. Par la suite, I'ARN present dans le me- 
lange est extrait selon le protocole precite decrit par Chomzynski(IS). 

Pour la detection de MSRV2, la sequence MSRV-2EL1 (SEQ ID N012) a permis de d6finir plusieurs couples 
d amorces oligonucleotidiques utilisables pour I'amplification d'ADN ou d'ARN sp6cifiques par la technique PCR 

Le ^T?l etS COUP ' eS d ' amorces MSRV2 d6fiflis c'-aP^s ont permis de realiser une detection specifique du qe- 
nome MSRV-2 dans diffeTentes cellules humaines, par une 6tape de PCR, ou de RT-PCR selon un un precede d'am- 
plif. cation d'ARN tel que decrit dans le document EP-A-0 569 272. 

Les amorces utilisees sont les suivantes: 

amorce 5 ' , identif iee par SEQ id N014 
5'GTAGTTCGATGTAGAAAGCG 3« 

amorce 3', identif iee par SEQ id N015 
5'GCATCCGGCAACTGCACG 3» 

. a !± P 1 CRest . e " e 0 c ' U6e Sel0n Une succession de 35 c V cles enchafnant, apres I'etape de synthese de I'ADNc, 1 min 
a 94 C, 1 mm, a 54°C et 1 min, a 72°C. 

Pourcet exemple, I'ARN total extrait de differents types de cellules (15), sans trartement par la DNase, a ete utilise 
dans cette reaction RT-PCR, ce qui permet une detection d'ARN et d'ADN specifiques du pathogene dans I'extrait 
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d'acides nucteiques enrichi en ARN. En effet, notre experience montre que de I'ADN spScifique de MSRV2 peut §tre 
facilement detects dans les acides nucteiques extraits selon le protocole sus-cite norrnalement destine k I'extraction 
d'ARN. 

La sequence d'un clone "MSRV2cPR' amplifie selon cette technique avec les amorces PCR SEQ ID N014 et SEQ 
ID N015 k partir de cellules cultivees d'un liquide articulaire d'un patient atteint de PR est presentee dans la figure 16 
Dans les figures 17 et 18, sont represents lesalignements de la sequence du clone 'MSRV2cPR' avec les sequences 
nucleotidiques MSRV2 SEQ ID N010 et SEQ ID N012, respectivement, des clones obtenus chez des patients attaints 
de SEP On peut constater que les sequences provenant d'echantiilons de PR ou de SEP, sont significativement ho- 
mologues. 

Les nouveaux couples d'amorces MSRV2 definis ci-apres ont permis de realiser une detection spdcifique du ge- 
nome MSRV-2 dans differents fluides biologiques de patients, par deux etapes successives de PCR (dite i nichee"), 
ou de RT-PCR selon un un procede d'amplification d'ARN tel que decrit dans le document EP-A-0 569 272 les se- 
quences MSRV-2 pouvant etre detectees sous forme d'ARN ou d'ADN dans les echantillons biologiques. 

Cette PCR "nichee" est effectuee sur des echantillons d'acides nucleiques extraits selon ce qui a Ste decrit et n'ont 
pas ete traites par la DNase. 

Les amorces utilisees pour la premiere etape de 40 cycles avec une temperature d'hybridation de 48°C sont les 
suivantes: 



amorce 5», identif iSe par SEQ ID N044 
5 • GCCGATATCACCCGCCATGG 3 • 

amorce 3 • , identif iee par SEQ ID N015 
5 • GCATCCGGCAACTGCACG 3* 

Apres cette etape, 1 0 pi du produit d'amplification sont preleves et utilises pour realiser une deuxieme amplification 
PCR dite "nichSe' avec des amorces situees a I'interieur de la region de£ amplifiee. Cette deuxieme etape se deroule 
sur 35 a 40 cycles, avec une temperature d'hybridation des amorces ('annealing") de 50°C. Le volume reactionnel est 
de 100 pi. 

Les amorces utilises pour la deuxieme etape sont les suivantes: 

amorce 5», identif i6e par SEQ ID N045 
B 9 CGCGATGCTGGTTGGAGAGC 3 1 

amorce 3\ identif iee par SEQ ID N046 
5 ( TCTCCACTCCGAATATTCCG 3* 

Les resultats obtenus dans une serie de PCR MSRV-2 effectuee selon la technique "PCR nested" sus-decrite sont 
presents dans le tableau II annexe k la pr6sente description. 

Pour MSRV-1, 1'amplification a 6te effectuee en deux Stapes (PCR "nichee"), pr6ced6e d'une etape de synthase 
de I'ADNc. De plus, l'6chantillon d'acides nucleiques est prealablement traite par la DNase et un contrdle PCR sans 
RT (transcriptase inverse AMV) est effectue sur les deux etapes d'amplification de manifcre k verifier que I'amplification 
RT-PCR provient exclusivement de I'ARN MSRV-1. En cas de contr6le sans RT positif, l'6chantillon aliquot d'ARN 
de depart est a nouveau traite par la DNase et amplifie k nouveau. 

Le protocole de traitement par la DNase depourvue d'activite RNase est le suivant: I'ARN extrait est aliquote en 
presence de 'RNAse inhibitor 0 (Boehringer-Mannheim) dans de I'eau traitee au DEPC a une concentration finale de 
1 pg dans 10 pi; k ces 10 pi, est ajoute 1 pi de "RNAse-free DNASe' (Boehringer-Mannheim) et 1,2 pi de tampon a 
pH 5 contenant 0,1 M/l d'acetate de sodium et 5 mM/l de MgS04; le melange est incube 15 min. k 20°C et porte k 
95°C pendant 1,5 min. dans un "thermocycler". 

La premise etape de RT-PCR MSRV-1 peut etre effectuee selon une variante du precede d'amplification d'ARN 
tel que decrit dans le document EP-A-0 569 272. Notamment, I'etape de synthese d'ADNc est effectuee k 42°C pendant 
une heure, mais la synthese de I'ADNc est mieux rSalisee en suivant le protocole suivant: I'ARN traite a la DNase et 
maintenu dans la glace est chauffe a 65°C pendant 10 min., puis aussitot plonge dans la glace; il est ensuite ajoute a 
un melange maintenu k 42°C dans le thermocycler destine a la PCR et contenant, dans du tampon PCR 1X, du MgCI2 
1 ,5 mM, chaque dNTP a 250 pM, chaque amorce (5* et 3' de la premiere etape de PCR) a 300-400 nM, 10 Unites de 
RT-AMV et 2,5 unites de Taq, dans un volume final de 100 pi; ce melange est maintenu k 42X pendant 1 k 2 h, puis 
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j porte a 95 e C pendant 5 min. afin de denaturer la RT-AMV. Les cycles ^amplification PCR debutent a la suite et se 
deroulent sur 40 cycles, avec une phase d'hybridation des amorces ("annealing") a 53°C pendant 1 min une phase 
d'elongation a 72"C pendant 2 a 3 min. et une phase de denaturation de I'ADN a 95°C pendant 1 min. 
Les amorces utilisees pour cette premiere etape sont les suivantes: 

amorce 5 ' 

5'AGGAGTAAGGAAACCCAACGGAC 3' SEQID N°16 



amorce 3 ' 

5'TAAGAGTTGCACAAGTGCG 3" SEQID N°17 

D r o'S? 8 " u 6 . 6 ! aPe ' 1 ^ dU Pr0duit d ' am P |ifica,ion son1 P^ lev6s e * utilises pour realiser une deuxieme amplification 
PCR dite mchee avec des amorces situees a I'interieur de la region deja amplified Les cycles d'amplification PCR 
se deroulent sur 35 a 40 cycles, avec une phase d'hybridation des amorces ("annealing") a 53°C pendant 1 min une 
phase d'elongation a 72°C pendant 1 a 2 min., et une phase de denaturation de I'ADN a 95°C pendant 1 min La 
composition du melange reactionnel est le meme que pour I'etape precedente, a I'exeption de la RT-AMV qui nV est 
pas ajoutee cette fois. M 1 

Les amorces utilises pour cette deuxieme etape sont les suivantes: 

amorce 5', identifiee par SEQ ID N018 
5 ' TCAGGGATAGCCCCCATCTAT 3 • 

amorce 3', identifiee par SEQ ID N019 
5 • AACCCTTTGCCACTACATCAATTT 3 • 

s tf ence d ' un clone "MSRVInPR" amplifie selon la technique sus-decrite avec les amorces PCR SEQ ID 
N016 et SEQ ID N°17, puis SEQ ID N018 et SEQ ID N019 a partir d'ARN d'un liquide articulaire d'un patient attaint 

Sq~i^ ? danS ' a f ' 9Ure 19 ' ° anS ' a fi9Ure 2 °' eSt re P r6sent<5 IWignement de la sequence du clone 
MSRVInPR avec la sequence nucleotidique MSRV1 SEQ ID N01 du clone de reference obtenu chez des patients 
attaints de SEP. On peut, ici aussi, constater que les sequences provenant de PR ou de SEP sont significativement 

nomologues. 

A ce jour, les autres sequences MSRV1 et MSRV2 amplifiers seton ces techniques PCR a partir d'Schantillons 
de PR se sont auss. revelees identiques ou homologues aux sequences obtenues chez les patients attaints de SEP. 

Dans une serie de PCR MSRV-1 effectuee selon la technique ■RT-PCR" nested sus-decrite, on a obtenu les re- 
sultats presented dans le tableau I annexe a la presents dscription. 

Le genome retroviral MSRV-1 et le genome MSRV-2 sont done bien retrouvSs dans les prSlevements de fluides 
biologiques de patients atteints de PR. D'autres resultats obtenus sur des series plus etendues confirment ces r6sultats 

Par ailleurs, la specrficrte des sequences amplifies par ces techniques PCR peut etre verified et evaluee c-ar la 
technique "ELOSA" telle que dScrite par F. Mallet (22) et dans le document FR-2 663 040 

Pour MSRV-1 les produits de la PCR nichee sus-decrite peuvent etre testes dans deux systemes ELOSA permet- 
tent de d6tecter separement un consensus A et un consensus B + C + D de MSRV-1 , correspondant aux sous-families 
decntes dans lexemple 2 et les figures 2, 3 et 4. En effet, les sequences proches du consensus B + C + D sont 
retrouvees essentiellement dans les echantillons d'ARN provenant de virions MSRV-1 purifies a partir de cultures ou 
amplifies dans des hquides biologiques extra-celluaires de patients PR ou SEP, alors que les sequences proches du 
consensus A sont essentiellement retrouvees dans I'ADN cellulaire humain normal. 

Le systeme ELOSA/MSRV-1 pour la capture et ('hybridation specifique des produits PCR de la sous-famille A 

FR-A-2 663 040 el .m oligonucleotide de detection dpVIA couple a la peroxydase selon une technique decrite dans 
le document FR-A-2 663 040 (ou eventuellement couple a la biotine) ayant respectivement pour sequence: 

cpVIA 5« GATCTAGGCCACTTCTCAGGTCCAGS 3' SEQ ID N047 
dpVIA 5« CATCTITTTGG I CAGGCAITAGC 3« SEQ ID NO 4 8 

Le systeme ELOSA/MSRV-1 pour la capture et ('hybridation spScifique des produits PCR de la sous-famille B + C + D 
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: utilise le meme oligonucleotide de detection dpVIA couple a la peroxydase selon la technique precedemment decrite 
(ou eventuellement couple a la biotine) et un oligonucleotide de capture cpV1B avec une liaison amine en 5" selon la 
technique precedemment decrite ayant pour sequence: 



cpVlB 5' CTTGAGCCAGTTCTCATACCTGGA 3' SEQ ID N049 

Ainsi qu'on peut le voir dans le tableau I, une telle technique a ete appliquee aux produits PCR amplifies a partir 
des flu,des biologiques de patients atteints de diverses maladies rhumatologiques : tous les patients atteints de PR 
qu. presentment une bande d'ADN amplifie de la taille attendue detectable sur gel d'agarose marque au BET etaient 
positrfs pour MSRV1 type B + C + D et negatif pour MSRV1-A; un seul temoin non-PR presentait une bande amplifiee 
visible sur gel marque au BET, d'une taille apparemment correcte ; le produit PCR correspondant s'est avere neoatif 
en ELOSA MSRV1 -A et MSRV1 -BCD, ainsi que I'ensemble des produits PCR des autre temoins non-PR; apres clonaqe 
et sequenc age de ce produit amplifie, il s'est avere que celui-ci correspondait a une sequence artefactuelle sans rapport 
avecMSRVI, rr 

La technique ELOSA MSRV1 couplee a la RT-PCR nichee definie precedemment permet done de realiser un test 
de detection tres sensible et tres specifique d'un retrovirus MSRV 1 dans les fluides biologiques de patients 

II est done auss. envisageable, grace aux decouvertes effectuees el aux methodes mises au point par les inven- 
teurs dans le cadre de la polyarthrite rhumatoJde, de realiser un diagnostic de I'infection et/ou de la reactivation MSRV- 
1 et/ou MSRV-2 et d'evaluer une therapie dans la PR sur la base de son efficacite a "negatives la detection de ces 
agents dans les fluides biologiques des patients. De plus, la detection precoce chez des personnes ne presentant pas 
encore de signes rhumatologiques de PR, pourrait permettre d'instaurer un traitement d'autant plus efficace sur revo- 
lution clinique ulterieure qu'il precedent le stade lesionnel qui correspond a Tapparition de I'atteinte articulaire Or a 
ce pur, un diagnostic de PR ne peut etre etabli avant ("installation d'une symptomatologie inflammatoire voire lesionnelle 
el, done, aucun traitement n'est instaure avant ("emergence d'une clinique evocatrice d'une atteinte articulaire deia 
notable. J 

Le diagnostic d'une infection et/ou reactivation de MSRV-1 et/ou MSRV-2 chez I'homme est done determinant et 
la presente invention fourni les moyens d'un tel diagnostic aussi bien dans le cadre d'une symptomatologie neurolo- 
gique (SEP) ou rhumatologique (PR) associees, ou encore dans le cadre d'une infection/reactivation pre-symptoma- 
tique ou non-encore associee a une clinique bien caracteYisee. 

II est ainsi possible, outre de realiser un diagnostic de I'infection et/ou de la reactivation MSRV-1 et/ou MSRV-2 
d 6valuer une therapie dans la SEP, la PR ou tout autre symptomatologie clinique associee sur la base de son efficacite' 
a negativer la detection de ces agents dans les fluides biologiques des patients. 



TABLEAU I 

Resultats de la detection par PCR suivie d'une hybridation selon la technique dite ELOSA, des genomes MSRV 
1 dans les fluides biologiques de malades atteints de PR et d'autres maladies rhumatologiques 



Diagnostic 



Effectif 
teste 


Echantillon 


RT-PCR Nichee 
MSRV-1 (bande 
BET) 


ELOSA MSRV-1 
sous type A 


ELOSA MSRV-1 
sous-type B 
(B+C+D) 


10 


Milieu culture 


10- 


10- 


10- 




cellules LA 


0 + 


0 + 






0 + 


10 


Milieu culture 


5- 


10- 


5- 




cellules LA 


5 + 










0 + 


5 + 


8 


Liqukte 


8- 


B- 


8- 




articulaire 










0 + 


0 + 


0 + 


5 


Liquids 


3- 


5- 


3- 




articulaire 












2 + 


0 + 


2 + 


7 


Plasma 


6- 


7- 


7- 






1 + 


0 + 


0 + 



Temoin non-PR 
Rhumatologique 

PR 

Temoin non-PR 
rhumatologique 



PR 



Temoin non-PR 
rhumatologique 
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TABLEAU I (suite) 



Diagnostic 


Effectif 
teste 


Echantillon 


RT-PCR Nichee 
MSRV-1 (bande 
BET) 


ELOSA MSRV-1 
sous type A 


ELOSA MSRV-1 
sous-type B 
(B+C+D) 


PR 


6 


Plasma 


4- 


6- 


4- 


Temoin non-PR 
rhumatologique 


4 


Cellules mono 
nucleesdusang 
(culot sec) 


2 + 
4- 
0 + 


0 + 
4- 
0 + 


2 + 
4- 
0 + 


PR 


2 


cellules mono 


0- 


2- 


0- 






nucleesdusang 
(culot sec) 


2 + 


0 + 


2 + 



TABLEAU II 



Resultatsde la df 
2 dans les fluides bio 


itection par PCR suivie d'une hybridation selon la technique dite ELOSA, des genomes MSRV- 
logiques de malades atteints de PR et d'autres maladies rhumatologiques 


Diagnostic 


Effectif teste 


Echantillon 


RT-PCR Nichee 
MSRV-2 (bande 
BET) 


REMARQUES 


T6moin non-PR 
rhumatologique 

PR 

Temoin non-PR 
rhumatologique 

PR 


4 
5 
5 

8 


Liquide articulaire 
Liquide articulaire 
Plasma 

Plasma 


4- 

0 + 

1 - 
4 + 
4- 

1 + 

6- 

2 + 


patient positif = 
polytransfuse 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATIONS GENE RALES : 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: BIOMERIEUX 

(B) RUE: AUCUNE 

(C) VILLE: MARCY L'ETOILE 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 69280 

(ii) TITRE DE L* INVENTION: SEP EXTENSION 
(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 49 

(iv) FORME DECH I FFRABLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D* EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (OEB) 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR : 1158 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 
CCCTTTGCCA CTACATCAAT TTTAGGAGTA AGGAAACCCA ACGGACAGTG GAGGTTAGTG 60 
CAAGAACTCA GGATTATCAA TGAGGCTGTT GTTCCTCTAT ACCCAGCTGT ACCTAACCCT 120 
TATACAGTGC TTTCCCAAAT ACCAGAGGAA GCAGAGTGGT TTACAGTCCT GGACCTTAAG 180 
GATGCCTTTT TCTGCATCCC TGTACGTCCT GACTCTCAAT TCTTGTTTGC CTTTGAAGAT 240 
CCTTTGAACC CAACGTCTCA ACTCACCTGG ACTGTTTTAC CCCAAGGGTT CAGGGATAGC 300 
CCCCATCTAT TTGGCCAGGC ATTAGCCCAA GACTTGAGTC AATTCTCATA CCTGGACACT 360 
CTTGTCCTTC AGTACATGGA TGATTTACTT TTAGTCGCCC GTTCAGAAAC CTTGTGCCAT 420 
CAAGCCACCC AAGAACTCTT AACTTTCCTC ACTACCTGTG GCTACAAGGT TTCCAAACCA 480 
AAGGCTCGGC TCTGCTCACA GGAGATTAGA TACTNAGGGC TAAAATTATC CAAAGGCACC 540 
AGGGCCCTCA GTGAGGAACG TATCCAGCCT ATACTGGCTT ATCCTCATCC CAAAACCCTA 600 
AAGCAACTAA GAGGGTTCCT TGGCATAACA GGTTTCTGCC GAAAACAGAT TCCCAGGTAC 660 
ASCCCAATAG CCAGACCATT ATATACACTA ATTANGGAAA CTCAGAAAGC CAATACCTAT 720 
TTAGTAAGAT GGACACCTAC AGAAGTGGCT TTCCAGGCCC TAAAGAAGGC CCTAACCCAA 780 
GCCCCAGTGT TCAGCTTGCC AACAGGGCAA GATTTTTCTT TATATGCCAC AGAAAAAACA 840 
GGAATAGCTC TAGGAGTCCT TACGCAGGTC TCAGGGATGA GCTTGCAACC CGTGGTATAC 900 
CTGAGTAAGG AAATTGATGT AGTGGCAAAG GGTTGGCCTC ATNGTTTATG GGTAATGGNG 960 
GCAGTAGCAG TCTNAGTATC TGAAGCAGTT AAAATAATAC AGGGAAGAGA TCTTNCTGTG1020 
TGGACATCTC ATGATGTGAA CGGCATACTC ACTGCTAAAG GAGACTTGTG GTTGTCAGAC1080 
AACCATTTAC TTAANTATCA GGCTCTATTA CTTGAAGAGC CAGTGCTGNG ACTGCGCACT 1140 
TGTGCAACTC TTAAACCC iico 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ 10 NO: 2: 



5 



(i) 



CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 297 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



10 



<ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 
CCCTTTGCCA CTACATCAAT TTTAGGAGTA AGGAAACCCA ACGGACAGTG GAGGTTAGTG 60 
CAAGAACTCA GGATTATCAA TGAGGCTGTT GTTCCTCTAT ACCCAGCTGT ACCTAACCCT 120 
TATACAGTGC TTTCCCAAAT ACCAGAGGAA GCAGAGTGGT TTACAGTCCT GGACCTTAAG 180 
GATGCCTTTT TCTGCATCCC TGTACGTCCT GACTCTCAAT TCTTGTTTGC CTTTGAAGAT 240 
CCTTTGAACC CAACGTCTCA ACTCACCTGG ACTGTTTTAC CCCAAGGGTT CAAGGGA 297 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 85 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(iij TYPE DE MOLECULE: ADNc 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 
GTTTAGGGAT ANCCCTCATC TCTTTGGTCA GGTACTGGCC CAAGATCTAG GCCACTTCTC 60 
AGGTCCAGSN ACTCTGTYCC TTCAG oe 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 86 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 
GTTCAGGGAT AGCCCCCATC TATTTGGCCA GGCACTAGCT CAATACTTGA GCCAGTTCTC 60 
ATACCTGGAC AYTCTYGTCC TTCGGT 86 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 5: 



£5 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 85 paires de bases 
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(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BR INS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 
GTTCARRGA TAGCCCCCATC TATTTGGCCW RGYATTAGCC CAAGACTTGA GYCAATTCTC 60 
ATACCTGGA CACTCTTGTCC TTYRG oc 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 6: 

<i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
{A) LONGUEUR: 85 pa ires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 
GTTCAGGGAT AGCTCCCATC TATTTGGCCT GGCATTAACC CGAGACTTAA GCCAGTTCTY 60 
ATACGTGGAC ACTCTTGTCC TTTGG oc 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 7: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 111 pa ires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 
GTGTTGCCAC AGGGGTTTAR RGATANCYCY CATCTMTTTG GYCWRGYAYT RRCYCRAKAY 60 
YTRRGYCAVT TCTYAKRYSY RGSNAYTCTB KYCCTTYRGT ACATGGATGA C m 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 8: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 645 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8: 
TCAGGGATAG CCCCCATCTA TTTGGCCAGG CATTAGCCCA AGACTTGAGT CAATTCTCAT 60 
ACCTGGACAC TCTTGTCCTT CAGTACATGG ATGATTTACT TTTAGTCGCC CGTTCAGAAA 120 
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CCTTGTGCCA TCAAGCCACC CAAGAACTCT 
TTTCCAAACC AAAGGCTCGG CTCTGCTCAC 
CCAAAGGCAC CAGGGCCCTC AGTGAGGAAC 
CCAAAACCCT AAAGCAACTA AGAGGGTTCC 
TTCCCAGGTA CASCCCAATA GCCAGACCAT 
CCAATACCTA TTTAGTAAGA TGGACACCTA 
CCCTAACCCA AGCCCCAGTG TTCAGCTTGC 
CAGAAAAAAC AGGAATAGCT CTAGGAGTCC 
CCGTGGTATA CCTGAGTAAG GAAATTGATG 



TAACTTTCCT CACTACCTGT GGCTACAAGG 180 
AGGAGATTAG ATACTNAGGG CTAAAATTAT 240 
GTATCCAGCC TATACTGGCT TATCCTCATC 300 
TTGGCATAAC AGGTTTCTGC CGAAAACAGA 360 
TAT AT AC ACT AATTANGGAA ACTCAGAAAG 420 
CAGAAGTGGC TTTCCAGGCC CTAAAGAAGG 480 
CAACAGGGCA AGATTTTTCT TTATATGCCA 540 
TTACGCAGGT CTCAGGGATG AGCTTGCAAC 600 
TAGTGGCAAA GGGTT 645 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ XD NO: 9: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 741 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

<ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 9: 
CAAGCCACCC AAGAACTCTT AAATTTCCTC ACTACCTGTG GCTACAAGGT TTCCAAACCA 60 
AAGGCTCAGC TCTGCTCACA GGAGATTAGA TACTTAGGGT TAAAATTATC CAAAGGCACC 120 
AGGGGCCTCA GTGAGGAACG TATCCAGCCT ATACTGGGTT ATCCTCATCC CAAAACCCTA 180 
AAGCAACTAA GAGGGTTCCT TAGCATGATC AGGTTTCTGC CGAAAACAAG ATTCCCAGGT 240 
ACAACCAAAA TAGCCAGACC ATTATATACA CTAATTAAGG AAACTCAGAA AGCCAATACC 300 
TATTTAGTAA GATGGACACC TAAACAGAAG GCTTTCCAGG CCCTAAAGAA GGCCCTAACC 360 
CAAGCCCCAG TGTTCAGCTT GCCAACAGGG CAAGATTTTT CTTTATATGG CACAGAAAAA 420 
ACAGGAATCG CTCTAGGAGT CCTTACACAG GTCCGAGGGA TGAGCTTGCA ACCCGTGGCA 480 
TACCTGAATA AGGAAATTGA TGTAGTGGCA AAGGGTTGGC CTCATNGTTT ATGGGTAATG 540 
GNGGCAGTAG CAGTCTNAGT ATCTGAAGCA GTTAAAATAA TACAGGGAAG AGATCTTNCT 600 
GTGTGGACAT CTCATGATGT GAACGGCATA CTCACTGCTA AAGGAGACTT GTGGTTGTCA 660 
GACAACCATT TACTTAANTA TCAGGCTCTA TTACTTGAAG AGCCAGTGCT GNGACTGCGC 720 
ACTTGTGCAA CTCTTAAACC C 741 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 10: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 93 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 10: 
TGGAAAGTGT TGCCACAGGG CGCTGAAGCC TATCGCGTGC AGTTGCCGGA TGCCGCCTAT 60 
AGCCTCTACA TGGATGACAT CCTGCTGGCC TCC 93 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 11: 
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(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR; 96 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: linSaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 11: 
TTGGATCCAG TGYTGCCACA GGGCGCTGAA GCCTATCGCG TGCAGTTGCC GGATGCCGCC 60 
TATAGCCTCT ACGTGGATGA CCTSCTGAAG CTTGAG 96 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 12: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 748 pa ires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin§aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 12: 
TGCAAGCTTC ACCGCTTGCT GGATGTAGGC CTCAGTACCG GNGTGCCCCG CGOGCTGTAG 60 
TTCGATGTAG AAAGCGCCCG GAAACACGCG GGACCAATGC GTCGCCAGCT TGCGCGCCAG 120 
CGCCTOGTTG CCATTGGCCA GCGCCACGCC GATATCACCC GCCATGGCGC CGGAGAGCGC 180 
CAGCAGACCG GCGGCCAGCG GCGCATTCTC AACGCCGGGC TCGTCGAACC ATTCGGGGGC 240 
GATTTCCGCA CGACCGCGAT GCTGGTTGGA GAGCCAGGCC CTGGCCAGCA ACTGGCACAG 300 
GTTCAGGTAA CCCTGCTTGT CCCGCACCAA CAGCAGCAGG CGGGTCGGCT TGTCGCGCTC 360 
GTCGTGATTG GTGATCCACA CGTCAGCCCC GACGATGGGC TTCACGCCCT TGCCACGCGC 420 
TTCCTTGTAG ANGCGCACCA GCCCGAAGGC ATTGGCGAGA TCGGTCAGCG CCAAGGCGCC 480 
CATGCCATCT TTGGCGGCAG CCTTGACGGC ATCGTCGAGA CGGACATTGC CATCGACGAC 540 
GGAATATTCG GAGTGGAGAC GGAGGTGGAC GAAGCGCGGC GAATTCATCC GCGTATTGTA 600 
ACGGGTGACA CCTTCCGCAA AGCATTCCGG ACGTGCCCGA TTGACCCGGA GCAACCCCGC 660 
ACGGCTGCGC GGGCAGTTAT AATTTOGGCT TACGAATCAA CGGGTTACCC CAGGGCGCTG 720 
AAGCCTATCG CGTGCAGTTG CCGGATGC 7A o 



(2) INFORMATIONS POUR IA SEQ ID NO: 13: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 18 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 13; 
GCATCCGGCA ACTGCACG 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 14: 

(i) CARACTERISTIQOES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 14: 
GTAGTTCGAT GTAGAAAGCG 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 15: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 18 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 15: 
GCATCCGGCA ACTGCACG 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 16: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 23 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 16: 
AGGAGTAAGG AAACCCAACG GAC 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 17: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 19 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 17: 
TAAGAGTTGC ACAAGTGCG 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 18: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) N OMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 18: 
TCAGGGATAG CCCCCATCTA T 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 19: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: paires de bases 

(B) TYPE: 24 nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 19: 
AACCCTTTGC CACTACATCA ATTT 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 20: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 15 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION r lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(ix) CARACTERISTIQUES: 

(B) EMPLACEMENT: 5 ( 7, 10, 13 

(D) AUTRES INFORMATIONS: G represente l'inosi 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 20: 
GGTOGTGCCG CAGGG 



(2) INFORMATIONS POUR IA SEQ ID NO: 21: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 
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(B) TYPE: nucleotide 

(C) NQMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION : lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNC 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 21: 
TTAGGGATAG CCCTCATCTC T 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 22: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 22: 
TCAGGGATAG CCCCCATCTA T 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 23: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 24 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 23 
AACCCTTTGC CACTACATCA ATTT 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 24: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 23 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 24 
GCGTAAGGAC TCCTAGAGCT ATT 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 25: 
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(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 18 paires de baeee 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNC 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO- 25 
TCATCCATGT ACCGAAGG 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 26: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin§aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO- 26 
ATGGGGTTCC CAAGTTCCCT 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 27: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO- 27 
GCCGATATCA CCCGCCATGG 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 28: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 18 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 28 
GCATCCGGCA ACTGCACG 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 29s 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 pa ires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE; ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 29 
CGCGATGCTG GTTGGAGAGC 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 30: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) configuration: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE; SEQ ID NO: 30 
TCTCCACTCC GAATATTCCG 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3li 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 26 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 31 
GATCTAGGCC ACTTCTCAGG TCCAGS 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 32: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 23 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(ix) CARACTERISTIQUES: 

(B) EMPLACEMENT: 6, 12, 19 
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(D) AUTRE S INFORMATIONS: G represents l'inosine 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 32 
CATCTGTTTG GGCAGGCAGT AGC 



2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 33: 

(i) CARACTERISTIQUE5 DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 24 pairea de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
<D) CONFIGURATION: lin£aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 33 
CTTGAGCCAG TTCTCATACC TGGA 



2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO; 34: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 22 paires de bases 

(B) TYPE; nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATIONS lin^aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 34 
AGTGYTRCCM CARGGCGCTG AA 



2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 35: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 22 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lingaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 35 
GMGGCCAGCA GSAKGTCATC CA 



2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 36: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 22 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
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<D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



5 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 36 
GGATGCCGCC TATAGCCTCT AC 



2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 37: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 22 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BR INS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 37 
AAGCCTATCG CGTGCAGTTG CC 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 38: 

<i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 40 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 38: 
TAAAGATCTA GAATTCGGCT ATAGGCGGCA TCCGGCAAGT 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 39: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 126 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 39: 
GTGCTACCAC AGGGGTTCAG GGATAGCTCC CATCTATTTG GCCTCACATT AACCCGAGAC 60 
TTAAGCCAGT TCTCATACGT GGACACTCTT GTCCTTTGGT AOGTGGATGA CATCCTGCTG 120 
GCCTCC 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 40: 
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(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 87 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

<xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 40- 
GTGCTGCCCC AGGGCGCTGA AGCCTATCGC GTGCAGTTGC CGGATGCCGC CTATAGCCTC 60 
TACGTGGATG ACCTGCTGCT GGCCTCC ^ihiaocctc 60 

87 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 41: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 705 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

<xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO- 41- 
GTAGTTCGAT GTAGAAAGCG CCCGGAAACA CGCGGGACCA ATGCGTCGCC AGCTTGCGCG 60 
CCAGCGCCTC GTTGCCATTG GCCAGCGCCA CGCCGATATC ACCCGCCATG GCCGCOGGAG 1 
AGCGCCAGCA GACCGGCGGC CAGCGGCGCA TTCTCCAACG CCGGGCTCGT £S£5S llo 
GGGGGCGATT TCCCCACGAC CGCGATGCTG GTTGGAGAGC CAGGCCCTCG S2££ III 
JSESE ; GGTAACCCC TGCTTGTCCC CGCACCCAAC AGCAgS^ gS^^ III 
GTCGCGCTCG TCCGTGATTG GTGGATCCAC AACGTCAGCC CCGACGATCC GCTTCAC^C 360 
CTTGCCACGC GCTTCCTTGT AGAAGCGCAC CAGCCCGGAA GGCATTGGCG SSSS «0 
^ C T G NSCCCCATGC ^ C ^C GGCAGGCCTT GACGGCATCG JcgIg^J H 0 
CATTGCCATC GACCGACGGA ATATTCGGAG TGGAGACGGA GGTGGACGAA GCGCGGCGAA til 

ttcatccgcg tattgtaacg ggtgacacct tccccaaagc attccgggcg tSSSSJ BOO 

ACCCGGAGCA ACCCOGCACG GCTGCGCGGG CAGTTATAAT TTCGGCTTAC gStSS^ 
GTTACCCCAG GGCGCTGAAG CCTATCGCGT GCAGTTGCOG GATGC "J 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 42: 

<i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 648 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENT 
CAGGGTATAG CCCCCATCTA TTTGGCCAGG 
ACCTGGACAC TCTTGTCCTT CAGTATATGG 
CCTTGTGATG TCAAGCCACA CAAGTGCTCT 
TTTTCAAACC AAAGGCTCAG CTCTGCTCAC 
CCAAAGGCAC CAGGGCCCTC AGTGAGGAAC 



:E: SEQ ID NO: 42: 

CATTAGCCCA AGACTTGAGC CAGTTCTCAT 60 
ATGATTTACT TTTAGTGACC CATTCAGAAA 120 
TAACTTTCCT CTTTACCTCT GGCTACAAGG 180 
AGCAGGTTAA ATATTTAGGG CTAAAATTAT 240 
GTATCCAGCC TATACTGGCT TATCTTCATC 300 
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CCAAAACCCT AAAGCAACTA AGAGGGTTCC 
TTCCCAGGTT YGGTGAAATA GCCAGGCCAT 
CCAATACCCA TTTAGTAAGA TGGACATCTG 
AAGCCCTAAC CCAAGCCCCA GTGTTAAGCT 
TCACAGAAAA AATAGGAATA GCTCTAGGAG 
AACCCGTGGC ATATCTGAGT AAGGARRCTG 



TTGGCATAAC AGGCTTCTGC TGAATATGGA 360 
TAAATACACT AATTAAGGAA ACTCAGAAAG 420 
AAGCACAATC AGCTTTCCAG GCACTAAAGA 480 
TGCCAACAGG GCAAGACTTT TCTTTATATG 540 
TCCTTACACA GGTCTGAGGG ACAAGCTTGC 600 
ATGTAGTGGC AAAGGGTT 64S 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 43: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 648 paires de bases 

(B) TYPE; nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE; ADNc 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 43: 
CAGGGTATAG CCCCCATCTA TTTGGCCAGG CATTAGCCCA AGACTTGAGC CAGTTCTCAT 60 
ACCTGGACAC TCTTGTCCTT CAGTATATGG ATGATTTACT TTTAGTGACC CATTCAGAAA 120 
CCTTGTGATG TCAAGCCACA CAAGTGCTCT TAACTTTCCT CTTTACCTCT GGCTACAAGG 180 
TTTTCAAACC AAAGGCTCAG CTCTGCTCAC AGCAGGTTAA ATATTTAGGG CTAAAATTAT 240 
CCAAAGGCAC CAGGGCCCTC AGTGAGGAAC GTATCCAGCC TATACTGGCT TATCTTCATC 300 
CCAAAACCCT AAAGCAACTA AGAGGGTTCC TTGGCATAAC AGGCTTCTGC TGAATATGGA 360 
TTCCCAGGTT YGGTGAAATA GCCAGGCCAT TAAATACACT AATTAAGGAA ACTCAGAAAG 420 
CCAATACCCA TTTAGTAAGA TGGACATCTG AAGCACAATC AGCTTTCCAG GCACTAAAGA 480 
AAGCCCTAAC CCAAGCCCCA GTGTTAAGCT TGCCAACAGG GCAAGACTTT TCTTTATATG 540 
TCACAGAAAA AATAGGAATA GCTCTAGGAG TCCTTACACA GGTCTGAGGG ACAAGCTTGC 600 
AACCCGTGGC ATATCTGAGT AAGGARRCTG ATGTAGTGGC AAAGGGTT 648 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 44: 

<i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 44: 
GCCGATATCA CCCGCCATGG 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 45: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 45 
CGCGATGCTG GTTGGAGACC 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 46: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO* 46- 
TCTCCACTCC GAATATTCCG 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 47: 

(i) C ARACTE R I ST I QUE S DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 26 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 47: 
GATCTAGGCC ACTTCTCAGG TCCAGS 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 48: 

<i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 23 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO* 48- 
CATCTITTTG GICAGGCAIT AGC 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 49s 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 24 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
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(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 49: 



CTTGAGCCAG TTCTCATACC TGGA 

24 



BIBLIOGRAPHIE 

(1) Sauvezio B. et coll., dans Tolyarthrite rhumatolde. aspects actuels et perspectives", Sany J M 3 Collection 
Medecine-Sciences Flammarion, Paris, 1987 collection 

(2) Kahen A Virus et polyarthrite rhumatolde, dans Tolyarthrite rhumatolde, aspects actuels et perspectives" 
Sany J., 1-13, collection Medecine-Sciences Flammarion, Paris, 1987 perspectives , 

SrtaS^BBQ R " S * Gt °' dSt0ne M B A " 6d CUrrent MiCr ° bi0l09y and '""nunofagy, J45, Berlin, Springer 

^^e 8 " 0 ^ ^ Pa ' mer E "' M ' S * retr ° VirUS eXP ' 0itS thG immUne SyStem ' ,mmun °'°9y Today 1991 ; 12, 

2^ myC ° PlaSma arthritidis T - Ce " mit °9 en « MAM : a mode, superantigen, Immuno.ogy 

(6) PosnetD.N M Do superantigens play a role in auto-immunity ? Semin. Immunol. 1993 5 65-72 

(7) Perron H. et coll., Res. Virol. 1989 ; 140, 551-561 

(8) Shlh A, Misra R. et Rush M.G., Res. Virol. 1989 ; 63, 64-75 

(9) Fields et Knipe, Fondamental Virology 19S6 t Rev Press N.Y. 

(10) Nielsen RE. et coll, Science 1991; 254, 1497-1500 

(11) Manlatis et al, Molecular Cloning, Cold Spring Harbor, 1982 

(12) Southern. E.M., J. Mol. Biol. 1975 ; 98, 503 

(13) Dunn A.R. et Hassel J A, Cell 1977 ; J2, 23 

(14) Perron H. et coll., Res. Vir. 1992 ; J43, 337-350 

(15) Chomzynski P. et Sacchi N., Analytical Biochemistry 1987 JI62 156-159 

Fritsch EF ' et Maniatis T - Mo,ecular clonin9 ' a laboratory manuai ' coid sprin 9 Harbor - Lab °- 

(17) Meyerhans et coll., Cell 1989 ; 58, 901-910 

!2k^ "Current topics in microbiology and immunobiobgy. Retroviruses, strategies of 

rep ication vol. 157, 125-152; Swanstrom R. et Vogt P.K., ^diteurs, Springe r-Verlag, Heidelberq 1990 

(19) Lori F. et coll., J. Virol. 1992 ; 66, 5067-5074 neiaeioerg iyyu 

(20) La Mantia et coll., Nucleic Acids Research 1 991 ; J9, 151 3-1520 

(21) Frohman et coll., Proc. Natl. Acad. ScL USA 1988 ; 85, 8998-9002 

(22) Mallet F. et coll., Journal of Clinical Microbiology 1993 ; 31, 1444-1449 



Revendicatfons 



unf J P H Z t '•' * ' 6t3t PUrffi6 ° U iS0 ' 6 ' p0Ss6dant Une ac,ivit6 ^riptase inverse, apparent* a 
une famine d elements retrov.raux endogenes, lei qulssu d'une souche virale possedant une activite tranTcrtotase 
'^rse.chois.eparm.lessouchesd^^ 

r^nn 1 P S ° UCheS Va " anteS C ° nSiStant *" des virus c ™P™a"t au moins un antigene qui est 

reconnu par au moms un ant.corps dirige centre au moins un antigene correspondant de Tun ou Fautre des virus 
des souches wales ; POL-2 et MS7PG precitees, pour obtenir une composition diagnostic^, p^cZe ou 
the apeu tique pour detecter, prevenir ou trailer une infection par ledit materiel vira. assoctf a la polySe ^ 
matoide, ou une reactivation dudit materiel. ^lyarinme mu 

Utilisation d'un materiel viral, a I'etat purifie ou isole, possedant une active transcriptase inverse apparente a 
une farmHe d'elements retroviraux endogenes, te. que produ* par une lignee cellufeire owEX^^ 

m ^^ e !. reSPeC,IVement PLI " 2 d6pos6e le 22-07.1982 aupres de I'ECACC sous le numerodSs 92072201 
e LM7PC deposee le 08.01 .93 aupres de I'ECACC sous le numero d'acces QWOBir^STSSSl 

la,re .nfectee susceptible de produire un virus comprenant au moins un antigene qui est recc™ ^ par au mohs 
un anticorps dmge contre au moins un antigene correspondant de run ou .'autre des virus prod^ts pa les ignee 
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• 



3. 



4. 



PLI-2 et LM7PC precipes, pour obtenir une composition diagnostique, prophylactique ou therapeutique pour 
detecter, pr6venir ou trailer une infection par ledit materiel viral associe a la polyarthrite rhumatolde ou une reac- 
tivation dudit materiel. 

Utilisation d'un materiel viral dont le genome comprend une sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID N01 
SEQ I D N02, SEQ ID N03, SEQ ID N04, SEQ ID N05, SEQ ID N06. SEQ ID N07, SEQ ID NOB SEQ ID N09 SEQ 
ID N039, SEQ ID N042, SEQ ID N043 leurs sequences complementaires, et leurs sequences 6qu*alentes no- 
tamment les sequences nucleotidiques presentant, pour toute suite de 100 monomeres contigus au moins 50 % 
?co!n Mno e ^ e , n rI 30 m ° inS 70 % d ' homol °9 ie av( * <™ sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID N01 
SEQ ID N02, SEQ ID N03, SEQ ID N04, SEQ ID N05. SEQ ID N06. SEQ ID N07. SEQ ID NOB, SEQIDN09 SEQ 
ID N 39, SEQ ID N042, SEQ ID N043 e, leurs sequences complementaires. pour obtenir une co^osKa 
gnostique prophylactique ou therapeutique pour detecter, prevenir ou trailer une infection par ledit materiel viral 
associe a la polyarthrite rhumatolde, ou une reactivation dudit materiel. 

Utilisation d'un materiel retroviral, dont le gene pol de son genome comprend une sequence nucleotidique equi- 
valent^ et notamment presentant au moins 50 % d'homologie, de preference au moins 65% d'homoloqie avec 
une sequence nucleotidique appartenant au gene pol du genome du retrovirus ERV-9 ou HSERV-9 pour obtenir 
une composition diagnostique, prophylactique ou therapeutique, pour detecter, prevenir ou trailer une infection 
par ledit materiel viral associe a la polyarthrite rhumatolde, ou une reactivation dudit materiel. 

Utilisation d'un materiel retroviral dont le gene po/de son genome code pour une sequence peptidique presentant 
au moms 50%, et de preference au moins 70% d'homologie avec une sequence peptidique codee par le gene po, 
du genome du retrovirus ERV-9 ou HSERV-9. pour obtenir une composrtion diagnostque, prophylactique ou the- 
rapeutique, pour detecter, prevenir ou trailer une infection par ledit materiel viral associe a la polyarthrite rhuma- 
tolde, ou une reactivation dudit materiel. 

Utilisation d'un materiel retroviral dont le gene po/de son genome code pour une sequence peptidique presentant 
pour toute suite contigue d'au moins 30 acides amine*, au moins 50% et de preference au moins 70% d'homoloaie 
^ ^!,n^ UenCe peptidique cod6e P ar une sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID N01 SEQ ID N02 
SEQ ID N03, SEQ ID N04, SEQ ID N05, SEQ ID N06. SEQ ID N07, SEQ ID N08, SEQ ID N09SEQ ID N039 
SEQ ID N042, SEQ ID N043 et leurs sequences complementaires, pour obtenir une composition diagnostique' 
prophylactique ou therapeutique, pour detecter, prevenir ou trailer une infection par ledit materiel viral associe a' 
la polyarthrite rhumatoide, ou une reactivation dudit materiel. 

Utilisation d'un fragment nucleotidique, dont la sequence nucleotidique comprend une sequence nucleotidique 
cho.s,e parm. SEQ ID N01, SEQ ID N02, SEQ ID N03. SEQ ID N04, SEQ ID N05, SEQ ID NOB SEQ ID N07 SEQ 

Tuencf? ' D 7; SEQ :° N039 ' SEQ ID N042 " SEQ ,D N043 teUre -^™*» compiementeires Jt' leurs 
sequences equivalentes, notamment les sequences nucleotidiques presentant, pour toute suite de 100 monome- 
res contigus, au moins 50%, et de preference au moins 70% d'homobgie, avec une sequence choisie parmi SEQ 
ID N01, SEQ ID N02, SEQ ID N03, SEQ ID N04, SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID 5o7 SEQ ID Z SEQ ID 
N09, SEQ ID N039, SEQ ID N042, SEQ ID N043 et leurs sequences complements, pour obtenir u^e Smpo 
sition diagnostique, prophylactique ou therapeutique, pour detecter, prevenir ou trailer une infection par ledit ma- 
teriel viral associe a la polyarthrite rhumatoide, ou une reactivation dudit materiel. 

Utilisation d'une amorce specifique comprenant une sequence nucleotidique identique ou equivalente a au moins 
une partie de la sequence nucleotidique d'un fragment defini a la revendication 7, notamment une sequence nu- 
cleot,d,que presentant, pour toute suite de 10 monomeres contigus, au moins 70% d'homologie avec au moins 
une partie dudit fragment.pour ('amplification par polymerisation d'un ARN ou d'un ADN d'un materiel viral associe 
a la polyarthrite rhumatoide. «~w«> 

' ' SEQ ' D N ° 17, SEQ ID N018 ' SEQ ID N019 - SEQ ID N °20- SEQ ID N021 SEQ ID N022 

SEQ ID N023, SEQ ID N024, SEQ ID N025, SEQ ID N026. SEQ ID N031 . SEQ ID N032 SEQ ID N033 SEQ ID 
N047, SEQ ID N048, SEQ ID N049 et leurs sequences complementaires. 

10. Utilisation d'une sonde comprenant une sequence nucleotidique identique ou equivalente a au moins une partie 
de la sequence nucleotidique d'un fragment defini a la revendication 6, notamment une sequence nucleotidique 
presentant, pour toute suite de 10 monomeres contigus, au moins 70% d'homologie avec au moins une partie 



7. 



8. 



9. 
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ID N0,8, SEQ ID N0, 9 , SEQ ,0 N020, SEQ ID N0 2 TsEqS N oS SEQ » N02? SeS D S SEO ,n kS? 

12. Utilisation d'un agent pathogene et/ou infectant, a I'etat purifie ou isole, different du materiel viral defini a iw 

deposee .e 08.0L93 au'pres de l^^^^^iTS^ * MS?PG 

mo,ns un ant.corps dirige centre au moins un antigene correspond de I'un ou KT<*££S£^ 
et/ou mfectants des souches virales POL-P Pt MQ7Dr „r,WA ° ire aes a 9 enls pathogenes 

correspondant de I'un ou I'autre des agents pathogenes el/ou infectants .Luto^^J^ ?J£%£ 

14. Utinsation d'un agent pathogene et/ou infectant comprenant un acide nucleique comprenant une seouence nu 
cleotidiquechoisieparmiSEQIDN010,SEQIDN011,SEQIDN012 SEQIDN040 SEC HDNM Tl^rT/ 

1 S " IDNoTsEO SSSS T C ° mPrenant Un6 S6qU6nCe " ucl ^idique choisie parmi SEQIDN010 SEQ 
agent pathogene et/ou inf ectanl associe a la polyarthrite rhumatofcte, ou une reactivation dudft agent ^ 
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sequences complementaires. 



18. Uti isation dune sonde comprenant une sequence nucleotidique identique ou equivalente a au moins une partie 
de la sequence nucleoMque dun fragment selon la revendication 15, notamment une sequence nucleotidique 
presentant, pour toute suite de 10 monomeres con.igus, au moins 90% d'homologie avec au moins une partie 
dud,t fragment, pour obtenir une composition diagnostique, prophylactique ou therapeutique pour detecter pre- 
venir ou trarter une infection par ledit agent pathogens et/ou infectant associe a la polyarthrite rhumatoide ou une 
reactivation audit agent. , wu umg 

19. Utilisation seton la revendication 18, caracterisee en ce que la sonde comprend une sequence nucleotidique choi- 
s.e parmi SEQ ID N010, SEQ ID N011, SEQ ID N013, SEQ ID N014, SEQ ID N015 SEQ ID N027 SEq7d NflS 

N 45 SeTd NoTt T" *° ^ ^ ^ '° ^ ^ '° SEQ 10 ^037 , SECHD S SEqTd 
N045, SEQ ID N046 et leurs sequences complementaires. 

20. Utilisation d'une association comprenant deux agents pathogenes et/ou infectants, a Petet isole ou purifie a savoir 
un premier agent au, consiste en un virus humain, possedant une activite transcriptase inverse, et apparente a 
une fam.l.e dements retroviraux endogenes, ou un variant dudi. virus, et un second agent, ou un SdudS 
second agent ces deux agents pathogenes et/ou infectants etant tels que ceux issus d'une meme sou he 
cho.s.e parm, les souches denommees respectivement POL-2, deposes le 22.07.1992 aupres de I'ECACC sous 

V930 0816. et parm, leurs souches vanantes, pour obtenir une composition diagnostique, prophylactique ou the- 

T^ZIZZTT P r nir ,° U ,rai,6r ^ infeCtfon P " P-mieragentpam^ne'e^u inSan^ e E. 
second agent pathogene et/ou infectant, associes a la polyarthrite rhumatoide, ou une reactivation de un ou 
I'autre dudit premier agent et dudit second agent/ 

21. Utilisation d'une association comprenant deux agents pathogenes et/ou infectants, a Petal isole ou purifie a savoir 

fZ^eZZ: T ,Stant " h Vi - US hUmain P ° SS6dant tranSCr iptaSe ™ B ™> et apparent S 
fam,ledelementsretrov, ra uxendogenes,ouun variant dudit virus, etun second agent, ou un variani dudit second 

cho,s e parm. les hgnees denommees respectivement PLI-2 deposee le 22.07.1992 aupres de I'ECACC sous to 
numerodacces 92072201 etLM7PC deposee le 08.01 .93 aupres de I'ECACC sous lenumerod'acceSTrJai? 
e partoutesculturescenulairesinfecteessusceptiblesdeproduireau moins Pun oul^dJ^pS^ 

2 ^2 ' VariantS ' P ° Ur ° b,enir ^ C ° mp0Sitk5n prophylactiqueou wl£E£ 

pour detected prevemr ou trarter une mfectton par un premier agent pathogene et infectant, et par un second agent 

22. Utilisation d'une association comprenant deux agents pathogenes et/ou infectants, a I'etat isole ou purifie a savoir 
un premier agent constant en un virus, ou un variant dudrt virus, dont le genome comprend une sequence T 
cleot.dique chois.e parm. SEQ ID N01, SEQ ID N02, SEQ ID N03, SEQ ID N04 SEQ ID N05 SEQ ID Tnm ; «£n 
et leurs N08, SEQ 'D N09, SEQ ID N039, SEQ ID N042, SEQ ID N043, leu^^quences COTp^mmtefres^ 
et leurs sequences equates, notamment les sequences nucleotWiques pr6sentant, pour toute suite de 00 
monomeres cont.gus, au moins 50% et preferentiellement au moins 70% d'homologie avec une sequence nucleo- 
tide cho.s.e parm, SEQ ID N01, SEQ ID N02, SEQ ID N03. SEQ ID N04, SEQ ID N05, SEQ ID N06 SEQ ID 
N07, SEQ ID MOB, SEQ ID KI09, SEQ ID N039, SEQ ID N042. SEQ ID N043, et leurs sequences comZanSes 
et un second agent pathogene et/ou infectant, dont (e genome comprend une sequence nucleZique cSs e 

et leurs sequences equivalentes, notamment les sequences nucleotidiques presentant, pour toute suite de 100 
monomeres cont,gus, au moins 70% et preferentiellement au moins 90% d'homologie avec une sequence nuctto- 
t,d,que cho B ,e parm, SEQ ID N010, SEQ ID N011 . SEQ ID N012, SEQ ID N040, SEQ ID N041 eMeurs sequences 
vSTT" 68 ' P ° U / ° b,enir une diagnostique, prophylactique ou therapeutique pour detecter pre- 

ven ou trarter une infection par un premier agent pathogene et/ou infectant, et par un second agent pathogene 

di rectTa 9 a e r ,es a Mide ' ou une reactiva,ion de |,un °° rautre dudit premi - -Sfm 

23 " c 7io2l? nG aSS ° Ciati °" de fra9ments nucleotidiques comprenant un premier fragment dont la sequence nu- 
cleotidique comprend une sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID N01, SEQ ID N02 SEQ ID NOa <?fo 
ID N04, SEQ ID M05, SEQ ID N06, SEQ ID N07, SEQ ID N08, SEQ ID N09, SEC UD N039 O HM, SEQ 
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; IDN043, leurs sequences complementaires, et leurs sequences 6quivalen.es, notammment les sequences nu- 

1 , ? . P ' P ° Ur ,OUt6 SUite * 100 m ° n0m6reS COnti9US ' au moins 500/0 et de P^rence au mcTs 

70 . 0 homologie avec une sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID N01, SEQ ID N02 SEQ ID IM03 SEO 

D N04? M ' D N ° 5 ' ,D N ° 6 ' ,D N ° 7 ' SEQ ID SEQ ID N ° 9 ' S N039 SEQm N042 SIS 
ID N043, e. leurs sequences complementaires, et un second fragment dont la sequence nucleotidique comprend 
une sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID N010, SEQ ID N011, SEQ ID N012. SEQ ID SEQ "d 
rZ 1 8 n rS TT" c ° mpl *™ ntai ' eS - ^ ' 8UrS S6quences notammment les sequences nucleo- 

S hlo o ' P0U - tOUte SU ' ,e de 100 m ° n0m ' reS COn,i9US ' au moins 70% *" * preference au moins 90% 

N0^SEQ^D^Oli ne t S | eqUen ^ e nUCl§0tid ^ Ue Ch0isie P armi SEC > 'D N010, SEQ ID N011 , SEQ ID N012, SEQ ID 
N040 SEQIDN041,etleur 5S equences C om P lementaires, C hacundesditsfra9mentsetant n otammentuneso^e 
,T, ° me C ° mP0Srti0n dia9nosti " ue ' P-Phylactique ou therapeutique pour detecter, prSr ou t aiter u ne 
ntoctnn par un prem.er agent pathogene et/ou infectant, et un second agent pathogene eL infe alsociZ 
a la po.yar.hnte rhumatoMe, ou une reactivation de Tun ou .'autre dudrt premier agent et tmT^a^ 

W f^nlT d 'TM SSOCia ! i0 f n com P renant un P^mier polypeptide code de maniere partielle ou totals par le premier 

^tZZuT f "* t a t r r ndiCati0n 23 ' 61 Un S6COnd P °' ypeptide cod * de ™»*<° ParlS o P u ,Z 
par le deuxieme fragment nucleot.dique defini a la revendicalion 23, pour obtenir une composition diaonos hue 

z inSr :, u 6rape H ique pour d6tecter pr6venir ° u ,raiter - e in,ecti °" p- - pSSS^ssss 

et/ou infectant, et un second agent pathogene et/ou infectant, associes a la polyarthrite mumatoKle ou unTS 
» tivat.on de Tun ou I'autre dudit premier agent et dudit second agent. rhumato.de, ou une reac- 

25. Utilisation selon la revendicalion 24, caracterisee en ce qu'elle comprend un premier ligand, notamment anticoros 

P6 c que du P rem,er polypeptide, et un second ligand, notammen, anticoros, specifique du secZ poCpt Se 
lesdits premier et second polypeptides etantdefinis a la revendication 24. P°"ype P tiae, 

25 

26. Precede detention d'un premier agent pathogene et/ou infectant selon I'une des revendications 1 a 6 et/ou d'un 
second agent pathogene et/ou infectant selon run. des revendications 13 ou f5, associes a la pofy^ite J 
matoide, carac.er.s6 en ce qu'on cutlve in vi.ro des cel.u.es de ponctions de liquide synovia. notammCctists 

21 ' Tl^nH 6 d, ° b ; ent I° n d ' Un Pr ? mi6r 89ent Path ° 96ne ° V0U in,ectant seton '' une de = revendications 1 a 6 et/ou d'un 
second agent pathogene et/ou infectant selon Tune des revendications 13 ou 14. associes a la pofyaCe mu 
matoide, caractense en ce qu'on cultive in vitro des ce.lu.es lymphocytaires B immortalisees par le vi us dCein- 
35 Barr.de patients atteintsde polyarthrite rhumatoide. P 

28 ' 5^7^42 SEqTd 6 ^ T "T"" ^prend une sequence choisie parmi SEQ ID N039. 

SEQ ID N042, SEQ ID N043, leurs sequences complemenlaires, et leurs sequences equivalentes notammen 

M T q[ " S Pr6S6n,ant P ° Ur t0Ute SUi,e de 100 contigus au moins 50 % eTde 

preference au moms 70 % d'homclogie, avec une sequence choisie parmi SEQ ID N039 SEQ ID N042 SEq'd 
N043, et leurs sequences complementaires. ' 

29. Amorce specifique pour I'amplification par polymerisation d'un ARN ou d'un ADN d'un materiel viral selon I'une 

« SE! S " 1 * 6> CaraCt6riS6e 8n 06 qU " e,le COmprend une s ^ ence "ucleotid tetn 1 

tamZT , aU m °' nS T Par " e dS 13 S§qUenCe nucl ^que d'un fragment selon la revendication 28 Z 

dTrlT SeqU6nCe nUCl6 ° ,,d,C ' Ue pr6sentan ^ P° ur ««* ^«e de 10 monomeres contigus. au moins 70 % 
d homologie avec au moms une partie dudit fragment. 

- 30 '£q7d7o^ 

ocu iu imu4/, btu id N048, SEQ ID N049, et leurs sequences complementaires. 

?n Jrf 3 6 '. Caract6ris6e en ce ^' elle ^Prend une sequence nucleotidique identique ou 6qS 

lente a au man une partre de la sequence nucleotidique d'un fragment selon la revendication 28 Zm^tTe 

ru q :r u :etr d :^ 

32. Sonde selon la revendication 31 , caracterisee en ce qu'elle comprend une sequence nucleotidique choisie parmi 
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= SEQ ID N047, SEQ ID N048, SEQ ID N049, et leurs sequences complementaires. 

33 ' SEoTol^ir^ 1 ?' d ° nt 13 S6qUenCe nM *»**» com P™<> »~ sequence choisie parmi SEQ ID N040 
SEQ ID N041, leurs sequences complementaires, et leurs sequences equivalents, notamment les seauencTs 

merges **** SE ° '° N ° 4 °' SE ° ,D N041 • et '^quences c™£- 

34. Amorce spteifique pour ("amplification par polymerisation d'un ARN ou d'un ADN d'un agent pathooene et/ou 
infectant selon I W des revendications 12a 14. comprenant une sequence nucleotidique ident^u Sa^e 
12^7 " r £ ^ . h S ' qUenCe nuc, ° 0,id ^ e fragment selon la revocation 33 n^Zen t une 

35 ' ££E N044 ta 8 ST^^T D n Sr, T ce qu ' elle comprend une s * quence nucl6olidic < ue choisie p a - 

oeu iu imu44, &tu iu IM045, SEQ ID N046, et leurs sequences complementaires. 

36 ' L°.^r SC H P,iWe de f' hi : brider s P 6ci ^*™nt avec un ARN ou un ADN d'un agent pathogens eVou infectant 
selon des revendeat.ons 12 a 14, comprenant une sequence nucleotidique idenSque ou equate a au 
men. une P art,e de la sequence nucleotidique d'un fragment selon ta revendication 33, notammenJunSence 

37 ' s^nNnTSn ?n SET f Caract6ris6e en ce «mp™nd une sequence nucleotidique choisie parmi 
SEQ ID N044, SEQ ID N045, SEQ ID N046, et leurs sequences complementaires. 
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FIG 1 

pol SlUil TQGMXST&T TQXaCftQQG OC3CIQUV30C TMOQCE1QC AGITOOQQGA » 
POlSHIH TG&B3CI&T tGOClttfCh TDGMGRCKr OCIGCIQ30C TOC SB 



FIG5 

CCnSenSUS TUnQXACA GQCmnGAA (TCIA^ TOCAGTrGOC 50 

Consensus G2ATO30GX TATSGOCICT AQ7IQ3ATCA CCISC1GAAG CTIGAG gg 



S£Q tD no 1f 
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Consensus 
Consensus 



Cbnsensus 
Consensus 



FIG 2 

MUGCIWK TCTTKdCA QOTOGST QUVS\*ICTRG a, 
<30CRLiiL.lL A3GTOCnGS* JOOBnOC TtOG 35 

ID NO J 

GTICaG33Vr MIXDOCCMC TMTK33XA G3C7CTMCr CAMSCTTSV SO 
UiJH*™.-M.- AHOWHCC TTOQGT 86 

S£<? /Z> A/04 



Cfcnsensus 
Oooseosus 



ouuflSRSUr MOaOOCRIC TJHTTOKXW R3BOTSG0C CMGaCTTCA 

S£Q W NO 5 



50 



Oboseosus 
Consensus 



$&? tJ> NO 6 



Consensus 
Cbnsensus 
Consensus 



wwriuuc *333CTmR RSMWOCJf CMCTMnTC GTCMRGBOCT 
HRCVCRRK&Y YIRRC3XOiVr TCKRKRXSJf RGSNKSfTCTB KYOdTCRJT 
ACAK330GA C 



S£0 /Z> N07 
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CONSENSUS A F IG 4 

GTTTAGGGATAGCCC TCATCTCTTT GGTCA GGTACTGGCCCAAGA TCT AGGCCACTTCC 

V . G . P SSLWS GTGPR SRPLL 
FROSP HLFGQ VLAQD LGHFS 

L G I A L ISLV R YWPKI . A T S Q 

AGGTCCAGGCACTCT GTTCCTTCAG 
RSRHS VPS 
GPGTLFLQ 
V Q A L C S F 

CONSENSUS B 

GTTCAGGGATAGCCC CCATCTATTTGGCCA GGCACTAGCTCAATA CTTGAGCCAGTTCTC 
VQG.P PSIWP GTSSI LE PVL 
FROSP HLFGQ ALAQY LSQFS 
SGIAP IYLAR H.LNT .ASSH 

ATACCTGGACACrCT TGTCCTTCGGT 
IPGHS CPS 

Y L D T L V L R 
TWTLL SFG 

CONSENSUS C 

GTTCAGGGATAGCCC CCATCTATTTGGCCA GGCATTA GCCCAAGA CTTGA GTCAATTCTC 
VQG.P PSIWP GISPR LESIL 
F R0SP HLFGQ ALAQD LSQFS 
SGIAP IYLAR H.PKT . V N S H 

ATACCTGGACACTCT TGTCCTTCAG 
IPGHS CPS 
YLDTL VLQ 
TWTLL S F 

CONSENSUS D 

GTTCAGGGATAGCTC CCATCTATTTGGCCT GGCATTAACCCGAGA CTTAAGCCAGTTCTC 

V Q G . L PSIWP GINPR LKPVL 
FRDSS HLFGL ALTRO LSQFS 

SGIAP IYLAW H.PET . ASSH 

ATACCTGGACACTCT TCTCCTTTGG 
I R G H S C P L 

Y V 0 T L V L W 
TWTLL S F 
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FIG 6 

ovraocaar asgaacicit aaatticcic acimcigig ococwcGr so 

TKEAMOCA. TCTCCIOOV OSRGmmGA TSCITRGOGT 100 

TOWATDOC CRMQ3CROC A3GQGUJ1UV GHStaSAAOS TMOCBGCCr ISO 

XncuwiT ATOCICKTCC CAftaAOXm AflGCR&CmA GfiGOOTQCT 200 

•raom^jiGsmciiKo^^ 250 

T*mwci^<3aG3ovrc 3S0 

GiooGRGaa tooth** aoaosrooai TsocaGA^iiGGawm^ soo 

'iuiauau** MoosnxsGC acKncirr AroanMas qbxzgbg 550 

^i^aear aooGaror caaooaaini a oou ja , xuxs&ar eso 

Gmssmsioi acMoaar Txnumn tcwsxtcdv. naaaxsaG 700 

AiX*uiujr CN3C1Q0X A2TIGIGCAA CJCrttMOC c 741 

S&2 W A/OS 
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FIG 7 

TCAGG6A7AGCCCCCATCTATTTGGCCAGGCATTAGCGCAAGACTTGAGTC 
AATrCT^TACCTGGACACTOTGTC^ 

TAGTCGCCCGTTCAGAAACCTT GTGCCAT(^GCCACCCAAGAACTCTTAA 
CTTTCCTCACTACCTGTGG^ 

GCTCACAGGAGATTAGATACT^GGGCTAAAATTATCCAAAGGCAOC^ 
GOOCTCAGTGAGGAAOGTATCCA^ 

ACCCTAAAGCAACTAAGAGGGTlCCTrGGCATAACAGGT^ 

ACAGATT<XCAGGTACASCOCAATAGC^ 

NGGMACTCAGAAAGOCAATAGCTATT^ 

GTGGOTrClCAGGOOCTAAAGAAGGCXXnAACOCMG^ 

TTGCCAACAGGGCAAGATI 1 1 \C\ 1 1 ATATG0CACA6AAAAAACAGGAAT 

AGCTCTAGGAGTCXTTAOGCAGGTCTDVGGGATGAGCT^ 

ATAOCrGAGTAAGGAAATTGATGTAGTGGCAAAGGGTT 
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10 20 30 40 

* * * 

TCXTACXnTCACCQC T1GCTOGA1GIAGGC CTC^ACCGCaJGTC p >|Q 

50 60 70 80 90 

* SEQ ID N0 12 

CCCCGCGCXXTTCTAG TTCGATGTAGAAAGC GCCCX3GAAAC7^CCXX3 

100 110 120 130 

* * * 

CX^CCAATCOGTCGC CAGCTTGCGCXSCXAG CGCXTKXTTDQCCATr 

150 160 170 180 

* 

GQCCAGOSCCACGOC GATATCACOQGOCAT GGCGCCGGAGAGCGC 

190 200 210 220 

CAGCAGAOCGGCGGC CAQCGC30QCMTCTC AACGCCGGGCTCGTC 

230 240 250 260 270 

GMCCATTCGGGGGC GATITCXX3CROGACC GOCMGCTOGTTOGA 

280 290 300 310 

* ♦ * 

GMXCAQGCOZTGGC CAGCAACTOGCACftG GlTCAGGTRAaXTTC 

320 330 340 350 360 

* * * * * 

CTTGTCOOSOKX^ CAGCAGCAOOOC30GT OX5CITCTOGOGCTC 

370 380 390 400 

* * • * 

CTOCTGATTOGIGAT CCACACCTCAGCCCC GAC^TOQGCTOCAC 

410 420 430 440 450 

* * * * * 

GCXX7TTOCXXOG0GC TOXTriUTAGANOOG CAOCAOQOOGRAGQC 

460 470 480 490 

ATIQQOGAGATOQGT CAGOCXXAAOGCGOC OVTOXATCTITCOC 

500 510 520 530 540 

* * * * # 

GQCAGCOTGAOGGC AT0CTOGAGAOGGAG ATTOCCATOGAOGAC 

550 560 570 580 

GGAATATTCGGAGTC GAGACGGAGGTGGAC GAAGCGCGGCGAATT 

59 ° 600 610 620 630 

OmXGCCTATTGTA ACOGGTOACACCTTC CGCAAAGCATTCCGG 

640 650 660 670 

* * * * 

AOGTGCCOGATTGAC CCGGAGCMCCCCX3C ACGGCTCCX5CQGGCA 

680 690 700 710 720 

GTTATMTTTCGGCT TAOGAATCAACGOGT TACCCCAOGGCGCTC 

730 740 
AAGCCTATOG 3GTCC AGTOGCCGGATCcj 
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FIG 14 



CTGmCCACAGGGGTrCAGGGATAGCTCCCATCTATrrcGCCTCACATTAACCCGAGAC 
TTAAGCCAGTTCTCATACGTGGACaCTCTTGTCCTTTGGTACGTGGATGACATCCTGCTGG 



FIG 14 B 

HSRVlpol GTCCTACCAC AGCGGTTCAG CGATAGCTCC CATCTATTTG 'gCCTCACATT* 
0. jmpl st 280 I 290 300 I 3i 0 I I 

="K?J itSES =K «5S£ K*2* 

GTGCTACCAC AGCGGTTCAG CGATAGCTCC CATCTATTTC GCCTGACATT 
MSRVlpol P AACCCGAGAC TTAAGCCAGT TCTCATACGT GGACACTCTT GTCCTTTGGT 



0. jnpl st 330 | 340 I 350 | 360 I lift I 

?SS?525 H g ^ a I !^^ C r ^CACTCTT GTCCTTcaGT;* 
KS RVIP01 P ^CCCGAGAC TTAAGCCAGT TCTCATACGT GGACACTCTT C^TCCT 

HO 120 
***** 

MSRVlpol P ACGTGGATGA CATCCTGCTG GCCTCC 



0. japl st 380 J 390 

ACaTGCATCA ttTaCTttTa Gt> 
** ******* ***** 

MSRVlpol P • ACGTGGATGA CATCCTGCTG GC 



FIG14C 

MSRVlpol P GTGCTACCAC AGCGGTTCAG CGATAGCTCC CATCTATTTG GCCTGACATT 
GTTCAG CGATAGCTCC CATCTATTTG GCCTGqCATT> 

MSRvmoi p ** ********** ********** ***;^i: 

MSRVlpol P | crrcA< - CGATACCTCC CATCTATTTG GCCTGACATT 

* " t ™ . 80 »0 100 

MSRVlpol P AACCCGAGAC TTAAGCCAGT TCTCATACGT GGACACTCTT GTCCTTTGGT 



v. jn Pl st 40 I 50 | 60 I 70 I fin I 

ussss^f zzszsz i™««r «oSmJ 

MSRVXpo! P AACCCGAGAC TTAAGCCAGT TCTCATACGT GGACACTCTT GT^CTTTGG 

110 120 
***** * 

MSRVlpol P ACGTGGATGA CATCCTGCTG GCCTCC 
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FIG 15 

FIG15A 



GTGCTGCCCCAGGGCGCTGAAGCCTATCGCGTGCAGTTGCCGGATGCCGCCTATAGCCTCTAC 
GTGGATGACCTGCTGCTGGCCTCC 



FIG15B 



MSRV2 PR 
0. jmpl st 



A 10 20 30 40 50 

* * * * * * * * 

GTGCTGCCCC AGGGCGCTGA AGCCTATCGC GTGCAGTTGC CGGATGCCGC 



710 



720 



730 



740 



I 



GgGtTaCCCC AGGGCGCTGA AGCCTATCGC GTGCAGTTGC CGGATGO 



**** ********** ********** ********** ******** 

MSRV2 PR GTGCTGCCCC AGGGCGCTGA AGCCTATCGC GTGCAGTTGC CGGATGC 



MSRV2 PR 



60 70 80 

******* 

CTATAGCCTC TACGTGGATG ACCTGCTGCT GGCCTCC 



FIG15C 



* " * 2 *° * 3 2 * 

HSRV2 PR GTGCTGCCCC AGGGCGCTGA AGCCTATCGC GTGCAGTTGC CGGATGCCGC 



0. jmpl st 10 | 20 I 30 I 40 I , 

Sirn~ iSSESS? ?™cagttgc c«iwwA> 

MSRV2 PR <«CC AGGGCGCTgI ™Jcc CGGATGCCGC 



fi 0 70 80 

* * * * * * * 

CTATAGCCTC TACGTGGATG ACCTGCTGCT GGCCTCC 



MSRV2 PR 



0. jmpl st 60 | 70 I 80 I gn 

CTATAGCCTC TACaTGGATG ACaTcCTGCT GGCCTCO 
********** ,** ****** ** * ***** ******* 
MSRV2 PR CTATAGCCTC TACGTGGATG ACCTGCTGCT GGCCTCC 
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GTAGTTCGATGTAGAAAGCGCCCGGAAACACGCGGGACCAATG 

CGTCGCCAGCTTGCGCGCCAGCGCCTCGTTGCCATTGGCCAGC 

GCCACGCCGATATCACCCGCCATGGCCGCCGGAGAGCGCCAGC 

AGACCGGCGGCCAGCGGCGCATTCTCCAACGCCGGGCTCGTCG 

AATCATTCGGGGGCGATTTCCCCACGACCGCGATGCTGGTTGG 

AGAGCCAGGCCCTGGCCAGCAACTGGCACAGGTTCAGGTAACC 

CCTGCTTGTCCCCGCACCCAACAGCAGCAGGCGGGTCGGCTTG 

TCGCGCTCGTCCGTGATTGGTGGATCCACAACGTCAGCCCCGA 

CGATGGGCTTCACGCCCTTGCCACGCGCTTCCTTGTAGAAGCGC 

ACCAGCCCGGAAGGCATTGGCGAGATCGGTCAAGCGCCAAGGN 

SCCCCATGCCATCTTTGGCGGCAGGCCTTGACGGCATCGTCGAG 

ACGGACATTGCCATCGACCGACGGAATATTCGGAGTGGAGACG 

GAGGTGGACGAAGCGCGGCGAATTCATCCGCGTATTGTAACGG 

GTGACACCTTCCCCAAAGCATTCCGGGCGTGCCCGATTGACCC 

GGAGCAACCCCGCACGGCTGCGCGGGCAGTTATAATTTCGGCT 

TACGAATCAACGGGTTACCCCAGGGCGCTGAAGCCTATCGCGT 
GCAGTTGCCGGATGC 

FIG 16 
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10 20 30 40 50 60 

** * * * * * * * * * * 

MSRV-2A TGGAAAGTGT TGCCACAGGG CGCTGAAGCC TATCGCGTGC AGTTGCOGGA TCCCGCCTAT 



660 J 670 J 680 | 690 J 700 

MSRV2CPR _tcAAcGgGT TaCCcCAGGG CGCTGAAGCC TATCGCGTGC AGTTGCOGGA TOO 

MSRV-2A GGAAAGTGT TGCCACAGGG CGCTGAAGCC TATCGCGTGC AGTTGCOGGA TGC 



FIG 17 



6;? 



# # 

^ EP 0 731 168 A1 

FIG 18 

10 20 30 40 50 60 

KSRV2C PR GTAGTTCCAT CTAGAAAGCG CCCGGAAACA CGCGGGAOCA ATCCGTCGCC AGCTTGCGCG 

0. jmpl st 60 I 70 J 80 [90 | 100 I 110 I 

GTAGTTCCAT CTAGAAAGCG CCCGGAAACA CGOGGGACCA ATGCCTCGCC AGCTTGCGCG > 

MSRV2C PR GTAGTTCCAT GTAGAAAGCG CCCGGAAACA CGOGGGACCA ATGCGTCGCC AGCTTGCGCG 



70 80 90 100 110 120 

* * * * * * * * * * * # 

WSRV2c PR CCAGCGCCTC GTTCCCATTG GCCACCGCCA CCCCGATATC ACCCGCCATG GCCGCCGGAG 



0. jmpl st 120 I 130 J 140 | 150 | 160 | 170 

CCAGCGCCTC CTTGCCATTC GCCACCGCCA CCCCGATATC ACCCGCCATG GCgcCgGagi> 

MSRV2c PR CCAGCGCCTC GTTCCCATTG GCCACCGCCA CCCCGATATC ACCCGCCATG GCCGCCGGAG 

0. jmpl at 

HSRV2C PR 



160 I 170 
t caCCcgCcat GgCGCCGGAG> 



C ACCCGCCATG GCCGCCGGAG 



130 140 150 160 170 180 

* * * * * * * * • * * * 

MSRV2C PR AGCGCCAGCA GACCGGCGGC CAGCGCCGCA TTCTCCAACG CCGGGCTCGT CGAATCATTC 

0. jmpl st 



MSRV2c PR 



go 

AG 



O. jmpl et 180 



190 



200 



210 



220 



AGCGCCAGCA GACCGGCGGC CAGCGCCGCA TTCTCaAcgc CgGGO 
********** ********** ********** ***** * * ** 

HSRV2C PR AGCGCCAGCA GACCGGCGGC CAGCGGCGCA TTCTCCAACG CCGGG 



0. jmpl st 
MSRV2cVPR 



200 



210 



220 



230 



_agcCgcgc aTtctCAACG CCGGGCTCGT CGAAcCATTO 
* * ***** ********** **** ***** 

GCCGCGCA TTCTCCAACG CCGGGCTCCT CGAATCATTC 



190 200 210 220 230 240 

* * * * *• ** ** ** 

M8RV2c PR GGGGGCGATT TCCCCACGAC CGCGATGCTG GTTGGAGAGC CAGGCCCTGO CCAGCAACTG 



0. j«pl -t 240 I 250 j 260 | 270 | 280 I 290 

GGGGGCGATT TCCgCACGAC CGCGATGCTG GTTGGAGAGC CAGGCCCTGG CCAGCAACTC> 

KSRV2C PR GGGGGCGATT TCCCCACGAC CGCGATGCTG GTTGGAGAGC CAGGCCCTGO CCAGCAACTG 

250 260 270 280 290 300 

* * ** ** * * * * ** 

MSRV2C PR GCACAGGTTC AGCTAACCCC TGCTTCTCCC CGCACCCAAC AGCAGCAGGC CCCTCCCCTT 



0. jmpl st 300 I 310 I 320 

GCACAGGTTC AGGTAACCCt gctTgtcCC> 
********** ********* * ** 

MSRV2C PR GCACAGGTTC AGGTAACCCC TGCTTGTCC 



*0. jmpl 8t 
HSRV2C PR 



320 



330 



340 



350 



tgctTgtC CcgcaCCAAC AGCAGCAGGC CGGTOGGCTT> 
* * • ***** ********** ********** 

CTTCTCCC CGCACCCAAC AGCAGCAGGC CCCTCCCCTT 



310 320 330 340 350 360 

* * ** ** ** ** ** 

MSRV2C PR GTCGCGCTCC TCCGTGATTG GTGGATCCAC AACGTCAGCC CCGACGATCC GCTTCACGCC 
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0. jmpl st 360 1 370 1 

CTOGOCCT0C TOqtgatTqC tg> 
********** ** * * 

M5RV2C PR CTCOCGCTOG TCCGTCATTG CT 



0. jmpl st 
HSRV2c PR 



370 



380 



390 



400 



at tgCtgatCc* cACGTCAGCC CCGACGATGG GCTTCACGCO 



TG CTCCATOCAC AACCTCACCC CCGACGATGG GCTTCACGCC 



H5RV2c PR 



370 380 390 400 410 420 

CTTGCCACGC GCTTCCTTGT AGAAGCGCAC CAGCCCGGAA CCCATTGGCG AGATCCGTCA 



0. jmpl s410 1 420 1 430 |440 |4S0 

CTTGCCACGC GCTTCCTTGT ACAnGOGCAC CAGCCCG a Ag GcatTgG? 

********** mm******** ********** ******* * * • * 

HSRV2C PR CTTGCCACGC GCTTCCTTGT AGAAGCGCAC CACCCCCCAA GCCATTG 



D. jmpl st 
MSRV2C PR 



440 



4S0 



ngcgc* CcagCCcCAA GCCATTcgcg AGATCGCTCA> 




GCCCAC CAGCCCGGAA GGCATTGGCG AGATCGGTCA 



430 



450 



HSRV2C PR 




0. jmpl st470 

gcgeCaAgCo 
* * • 

M5RV2C PR AGOGCCAAi 

0, jmpl St 470 

cagcgCcAaG gcgCCCATGC CATCTTTCCC CGCAGcCtTg acgGO 

HSRV2C PR AGOGCCAAGG NSCCCCATGC CATCTTTCCC CGCAGCCCTT CACCG 

490 500 510 



0. jmpl Gt 
MSRV2C PR 



520 



_atcTTtGg cGgcaGCCTT CAOGGCATGG TCGACACGCA> 
• * * * ***** ********** ********** 

TCTTTCGC CGCAGCCCTT GAOGGCATCG TCGAGACGGA 



490 500 S10 520 630 540 

CATTGCCATC GACCGACGGA ATATTCGGAG TCGAGACGGA GGTGCACGAA GCGCGGCGAA 



KSRV2C PR 

0. jmpl at 530 | 540 | 550 | S60 | 570 | S8D 

acaTtgCcat cgaCCAOCCA ATATTCCGAG TGCACAOCGA GGTGCACGAA GGGCGG CG AA> 
* * ******* ********** ********** ********** ********** 

MSRV2C PR CATTGCCATC GACCGACGGA ATATTCCGAG TGGAGAOGCA GGTGGACCAA GCGCGGCGAA 

0. jmpl at 530 | 540 

CATTGCCATC CACgacgGaA tat> 
********** *** * * 

MSRV2C PR CATTGCCATC GACCGACGGA ATA 



MSRV2C PR 
0. jttpl 6t 

K£RV2c PR 



$50 560 570 5B0 

TTCATCCGCG TATTGTAACG GCTGACACCT TOCCCAAAGC A' 



590 



600 



610 



620 



TTCCCGGCG 
630 I 



590 600 
TGCCCGATTG 



640 



TTCATCCGCG TATTGTAACG GCTGACACCT TCCgCAAACC ATTCCCCaOC TGCCCGATTO 
TTCATCCGCG TATTGTAACG GGTGACACCT TCCCCAAACC ATTCCGGGCG TGCCCGATTG 



610 620 630 640 650 660 

HSRV2C PR ACCCGGAGCA ACCCCGCACG GCTGCGCGGG CAGTTATAAT TTOGCCTTAC CAATCAACGC 
0. jmpl St 650 | 660 | 670 | 680 | 690 | 700 



ACCCGGAGCA ACCCCGCACG GCTGCGCGGG CAGTTATAAT TTOGCCTTAC CAATCAACGG> 
KSRV2C PR ACCCGGAGCA ACCCCCCACC CCTGCGCCGC CAGTTATAAT TTCGGCTTAC CAATCAACGC 



HSRV2C PR 



670 680 690 700 

CTTACCCCAG GGCGCTGAAG CCTATCGCGT GCAGTTGCCC GATGC 



AG CCTATCGCGT < 
j _ 730 I 



0. jmpl st 710 | 720 | 730 | 740 

CTTACCCCAG GGCGCTGAAG CCTATCGCGT GCAGTTGOO6 CATGO 



HSRV2C PR CTTACCCCAG GGCGCTGAAG CCTATCGCGT CCAGTTGCOG GATGC 
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CAGGGTATAGCCCCCATCTATTTGGCCAGGCATTAGCCCAAGA 

CTTGAGCCAGTTCTCATACCTGGACACTCTTGTCCTTCAGTATA 

TGGATGATTTACTTTTAGTGACCCATTCAGAAACCTTGTGATGT 

CAAGCCACACAAGTGCTCTTAACTTTCCTCTTTACCTCTGGCTA 

CAAGGTTTTCAAACCAAAGGCTCAGCTCTGCTCACAGCAGGTT 

AAATATTTAGGGCTAAAATTATCCAAAGGCACCAGGGCCCTCA 

GTGAGGAACGTATCCAGCCTATACTGGCTTATCTTCATCCCAAA 

ACCCTAAAGCAACTAAGAGGGTrCCTTGGCATAACAGGCTTCT 

GCTGAATATGGATTCCCAGGTTYGGTGAAATAGCCAGGCCATT 

AAATACACTAATTAAGGAAACTCAGAAAGCCAATACCCATTTA 

GTAAGATGGACATCTGAAGCACAATCAGCTTTCCAGGCACTAA 

AGAAAGCCCTAACCCAAGCCCCAGTGTTAAGCTTGCCAACAGG 

GCAAGACTTTTCTTTATATGTCACAGAAAAAATAGGAATAGCTC 

TAGGAGTCCTTACACAGGTCTGAGGGACAAGCTTGCAACCCGT 

GGCATATCTGAGTAAGGARRCTGATGTAGTGGCAAAGGGTT 

FIG 19 
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FIG 20 



ALIGNEMENT SEQ ID N*l avec le clone PR SEQ ID N e xx 

10 20 30 40 50 60 

MSRVlnPR CAGGGTATAG CCCCCATCTA TTTGGCCAGG CATTAGCCCA AGACTTGAGC CAGTTCTCAT 

I I I I I I 

0, jmpl 290 300 310 320 330 340 

tcaGGgATAG CCCCCATCTA TTTGGCCAGG CATTAGCCCA AGACTTGACt CAaTTCTCAT> 
MSRVlnPR CAGGGTATAG CCCCCATCTA TTTGGCCAGG CATTAGCCCA AGACTTGAGC CAG jTCTCAT 

70 80 90 100 110 120 

MSRVlnPR ACCTCGACAC TCTTCTCCTT CACTATATGG ATGATTTACT TTTAGTGACC CATTCAGAAA 

0. jmpl 350 360 370 380 390 400 j 

ACCTCGACAC TCTTCTCCTT CAGTAcATGC ATGATTTACT TTTACTcgCC Cg TTC AG AAA > 

MSRVlnPR ACCTCGACAC TCTTCTCCTT CACTATATGG ATGATTTACT TTTAGTGACC CATTCAGAAA 

130 140 ISO 160 170 ISO 

MSRVlnPR CCTTGTGATG TCAAGCCACA CAAGTGCTCT TAACTTTCCT CTTTACCTCT GGCTACAAGC 

I I I I I I 

0. jmpl 410 420 430 440 4S0 460 | 

CCTTCTGcca TCAAGCCACc C AAG a aCTCT TAACTTTCCT CacTACCTgT CCCTACAAGO 

MSRVlnPR CCTTGTGATG TCAAGCCACA CAAGTGCTCT TAACTTTCCT CTTTACCTCT GGCTACAAGG 

190 200 210 220 230 240 

MSRVlnPR TTTTCAAACC AAAGGCTCAG CTCTCCTCAC AGCAGGTTAA ATATTTAGCG CTAAAATTAT 

I I I I I I 

0. jmpl 470 480 490 500 510 520 | 

TTTcCAAACC AAAGGCTCgC CTCTGCTCAC AGgAGaTTAg ATAcTnAGGG CTAAAATTAT> 

MSRVlnPR TTTTCAAACC AAAGGCTCAG CTCTGCTCAC AGCAGGTTAA ATATTTAGGG CTAAAATTAT 

250 260 270 280 290 300 

** ** »» •* * * * * 

MSRVlnPR CCAAAGCCAC CACCGCCCTC AGTGAGGAAC GTATCCAGCC TATACTGGCT TATCTTCATC 

0. jmpl 530 540 550 560 570 IsO | 

CCAAAGCCAC CACGGCCCTC AGTGAGGAAC GTATCCAGCC TATACTGGCT TATCcTCATO 

MSRVlnPR CCAAAGGCAC CACCGCCCTC AGTGAGGAAC GTATCCAGCC TATACTGGCT TATCTTCATC 

310 320 330 340 350 360 

MSRVlnPR CCAAAACCCT AAAGCAACTA ACACGGTTCC TTCCCATAAC AGGCTTCTCC TGAATATGGA 

0. jmpl 590 600 610 620 630 140 I 

CCAAAACCCT AAAGCAACTA ACACGGTTCC TTCCCATAAC AGGtTTCTGC CGAA&AcaGA> 

MSRVlnPR CCAAAACCCT AAAGCAACTA AGAGGGTTCC TTCCCATAAC AGGCTTCTCC TGAATATGGA 



370 380 390 400 410 420 

MSRVlnPR TTCCCAGGTT YGGTGAAATA GCCAGGCCAT TAAATACACT AATTAAGGAA ACTCAGAAAG 



0. jmpl 650 660 670 680 690 700 

TTCCCAGGTa cascccAATA GCCAGaCCAT TAtATACACT AATTAnGGAA ACTCAG 



aaa1> 
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********* * • **«* ***** **** ** ******* ********** ********** 

MSRVlnPR TTCCCAGCTT YGGTGAAATA GCCAGGCCAT TAAATACACT AATTAAGGAA ACTCACAAAC 



MSRVlnPR 



430 440 450 460 470 480 

CCAATACCCA TTTAGTAAGA TGGACATCTG AAGCACAATC ACCTTTCCAG CCACTAAACA 



0* jmpl 6t 



MSRVlnPR 



0. jropl 710 



720 



730 



740 | 750 J 760 

ctaCAgAAgt gGCTTTCCAC CCcCTAAACA> 
** ** «*****••*' ** ******* 

AAGCACAATC AGCTTTCCAG GCACTAAAGA 



740 



MSRVlnPR 



CCAATACCtA TTTAGTAAGA TGGACACCTa CAGaAgtggO 
******** * ********** ****** ** ** * * 

CCAATACCCA TTTAGTAAGA TGGACATCTG AAGCACAATC 



490 500 510 520 530 540 

MSRVlnPR AAGCCCTAAC CCAAGCCCCA GTGTTAAGCT TGCCAACAGG CCAAGACTTT TCTTTATATG 

0. jmpl st 770 | 760 | 790 | 800 | 810 | 820 | 

AgGCCCTAAC CCAAGCCCCA GTGTTcAGCT TGCCAACAGG GCAAGAtTTT TCTTTATATG > 



MSRVlnPR 



AAGCCCTAAC CCAAGCCCCA CTCTTAAGCT TGCCAACAGG GCAAGACTTT TCTTTATATG 



SSO 560 570 580 590 600 

** ** ** •* ** ** 

MSRVlnPR TCACAGAAAA AATACGAATA GCTCTAGGAG TCCTTACACA CGTCTGAGGG ACAAGCTTGC 

0. jmpl st 830 | 840 | 850 | 860 | 670 | B80 I 

cCACAGAAAA AAcAGGAATA GCTCTAGGAG TCCTTACgCA GGTCTcACGG AtgAGCTTGO 



MSRVlnPR 



TCACAGAAAA AATACGAATA GCTCTAGGAG TCCTTACACA CGTCTGAGGG ACAAGCTTGC 



610 



620 



630 



640 



MSRVlnPR 



AACCCGTGGC ATATCTGAG 



0. jmpl it 890 



900 



AAGGARRCTG ATGTAGTGGC AAACCGTT 



910 



920 



930 



AACCCCTGGt ATAcCTGAGT AAGGAaatTG ATGTAGTGGC AAAGGGTT> 
MSRVlnPR AACCCGTGGC ATATCTGAGT AAGGARRCTG ATGTAGTGGC AAAGGGTT 
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